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Einleitung Eine häuﬁge Ursache für die Entstehung einer Herzinsuﬃzienz ist die
chronische Drucküberlastung des Herzens durch eine Stenose oder Hypertonie. Eine der am
häuﬁgsten diskutierten Hypothesen zur Entstehung einer Herzinsuﬃzienz geht von einem
Mangel an ATP aus. ATP entsteht fast ausschließlich in den Mitochondrien der Zelle. Eine
mitochondriale Dysfunktion wird demnach mitunter als ursächlich für die Entstehung einer
kontraktilen Dysfunktion angesehen. In humanen Proben sowie in Tiermodellen wurde
das Vorliegen einer mitochondrialen Dysfunktion in Herz- aber auch im Skelettmuskel bei
Herzinsuﬃzienz gezeigt. Das Zusammenspiel zwischen der mitochondrialen Funktion des
Herz- und Skelettmuskels ist bisher jedoch nicht bekannt. Weiterhin ist nicht bekannt, wie
die mitochondriale Funktion sich im Verlauf der Entwicklung einer durch Drucküberlastung
induzierten Herzinsuﬃzienz verändert.
Ziel Das Ziel dieser Arbeit war es, das Auftreten einer mitochondrialen Dysfunktion
sowohl in Herz- als auch Skelettmuskel der Ratte während der Entwicklung einer durch
Drucküberlastung induzierten Herzinsuﬃzienz zu charakterisieren.
Methodik In 3 Wochen alten SD-Ratten wurde eine Aortenstenose (TAC) induziert. Nach
2, 6, 10 und 20 Wochen wurde die kardiale Funktion sowie die mitochondriale Funktion im
Herzmuskel sowie im weißen (Gastrocnemius) und roten (Soleus) Skelettmuskel untersucht.
Ergebnisse Eine kardiale Drucküberlastung führte bereits nach 2 Wochen zu einer
Hypertrophie des linken Ventrikels (LV Wanddicke: 2,86±0,09 vs. 3,56±0,05mm). Nach
20 Wochen lag eine Dilatation des linken Ventrikels vor (LVEDD: 7,54±0,20 vs.
8,44±0,18mm). Die Kontraktilität des linken Ventrikels nahm ab der 6. postoperativen
Woche kontinuierlich ab, bis nach 20 Wochen eine Verkürzungsfraktion (Fractional
Shortening) von unter 30% vorlag (FS: 49,4±1,4 vs. 25,8±1,0%). Die diastolische Funktion
des linken Ventrikels verschlechterte sich ebenfalls ab der 6. postoperativen Woche
(E/E': 18,9±1,3 vs. 27,4±2,2). Zeitgleich mit der Verschlechterung der diastolischen
Funktion stieg das Lungen-zu-Körpergewicht an. Die respiratorische Kapazität der
kardialen Mitochondrien war bereits vor dem Auftreten einer Herzinsuﬃzienz verändert.
Nach 2 Wochen Drucküberlastung war die respiratorische Kapazität erhöht (191±12
vs. 393±29natomsO/min/mg) und blieb im Vergleich zur Kontrolle erhöht. Nach 10
Wochen Drucküberlastung erfolgte eine Normalisierung der respiratorische Kapazität.
Zeitgleich mit dem Auftreten einer systolischen Dysfunktion kam es zu einem Abfall
der mitochondrialen Funktion (623±109 vs. 186±12). Obwohl der Skelettmuskel nicht
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der erhöhten kardialen Drucküberlastung ausgesetzt war, zeigte sich auch hier eine
frühzeitige Veränderung der respiratorische Kapazität. Im Soleus kam es nach 2 Wochen
(21,2±2,0 vs. 98,6±13,4), im Gastrocnemius nach 6 Wochen, zu einem deutlichen
Anstieg der respiratorische Kapazität. Diese normalisierte sich ebenfalls nach 10 Wochen
und war dann auch nach 20 Wochen stark erniedrigt (Gas: 222±36 vs. 54±5; Sol:
111±10 vs. 69±14). Im Gleichklang mit der respiratorische Kapazität veränderte sich
auch die Aktivität der einzelnen Atmungskettenkomplexe sowohl im Herz- als auch im
Skelettmuskel. Auf einen Anstieg der Aktivität zum Zeitpunkt 2 und 6 Wochen folgte
eine Reduktion nach 20 Wochen (Komplex I: Herz 976±54 vs. 705±62; Gas 268±19
vs. 109±28; Sol 160±16 vs. 67,5±24,4µmol/min/mg). Die Gen- und Proteinexpression
ausgewählter Untereinheiten der Atmungskettenkomplexe blieb unverändert. Die Analyse
der Respirasomen (Atmungskettenkomplexe in Funktionseinheiten) zum Zeitpunkt der
kontraktilen Dysfunktion zeigte keine Veränderungen in deren Menge. Die Genexpression
verschiedener Marker der mitochondrialen Biogenese (PGC-1α, PGC-1β, NRF-1/2 und
ERRα) zeigte keine Veränderungen die auf einen Mechanismus hinweisen würden.
Diskussion Eine Aortenzügelung im Alter von 3 Wochen ermöglicht die Einteilung der
Entwicklung einer Herzinsuﬃzienz in drei Phasen: 2 Wochen - kompensierte Hypertrophie,
6-10 Wochen - Herzinsuﬃzienz mit erhaltener systolischer Funktion (HFpEF), 20 Wochen
- Herzinsuﬃzienz mit systolischer Dysfunktion (HFrEF). Jede Phase hat ihre spezielle
mitochondriale Funktion: 1.Phase - gesteigerte mitochondriale Funktion, 2. Phase -
normalisierte mitochondriale Funktion, 3.Phase - mitochondriale Dysfunktion. Diese
Befunde ﬁnden sich nicht nur im Herzmuskel sondern parallel dazu auch im Skelettmuskel.
Diese Parallelität deutet auf einen arbeitslastunabhängigen Mechanismus als Ursache für
das Auftreten einer mitochondrialen Dysfunktion hin.
Schlussfolgerung Das Auftreten einer systolischen Herzinsuﬃzienz (HFrEF) bei kardialer
Drucküberlastung in Ratten ist mit einer mitochondrialen Dysfunktion sowohl in Herz-
als auch Skelettmuskel verbunden. Es gibt jedoch bereits Zeichen einer Herzinsuﬃzienz
mit erhaltener systolischer Funktion (HFpEF), ohne dass eine mitochondriale Dysfunktion
vorliegt. Dies schließt eine mitochondriale Dysfunktion als primäre Ursache für
das Auftreten einer durch Drucküberlastung induzierten Herzinsuﬃzienz mit großer
Wahrscheinlichkeit aus. Weiterhin weist die Parallelität zwischen Herz- und Skelettmuskel





Herzerkrankungen sind eine der Hauptursachen für Morbidität und Mortalität in der
westlichen Welt (Dickstein et al. 2008). 2009 belegten ischämische Herzerkrankungen,
akute Myokardinfarkte und Herzinsuﬃzienzen die vordersten Plätze in der Statistik der
häuﬁgsten Todesursachen in Deutschland (Statistisches Bundesamt Deutschland).
Verschiedene epidemiologische Studien eruierten prädisponierende Faktoren für die
Entstehung einer Herzinsuﬃzienz. Dazu zählten unter anderem: steigendes Alter,
Diabetes Mellitus, koronare Herzerkrankung, arterielle Hypertonie, Myokardinfarkt,
Adipositas, Herzklappenerkrankungen, das metabolische Syndrom oder eine Aortenstenose
(Kenchaiah et al. 2002, 2004; Levy et al. 1996). Die arterielle Hypertonie, sowie koronare
Herzerkrankungen sind die häuﬁgsten Ursachen für die Entstehung einer Herzinsuﬃzienz
(Gillum 1993; Kannel 2000; Lloyd-Jones et al. 2002). Nach Aussage der Framingham-Studie
(Lloyd-Jones et al. 2002) werden 39% der Herzinsuﬃzienzfälle bei Männern sowie 59% bei
Frauen durch eine arterielle Hypertonie verursacht.
Eine arterielle Hypertonie aber auch eine Aortenstenose gehen mit einer Drucküberlastung
des Herzens einher, in Folge derer das Herz hypertrophiert (Sasayama et al. 1976). Solange
diese strukturellen Anpassungen koordiniert vonstatten gehen, besteht ein Stadium der
kompensierten Hypertrophie. Gerät die strukturelle Anpassung aus dem Gleichgewicht,
dekompensiert das Herz und eine kontraktile Dysfunktion, systolische Herzinsuﬃzienz,
entwickelt sich.
Als Ursache für die Entstehung der kontraktilen Dysfunktion werden verschiedene
Mechanismen vermutet. Eine häuﬁg diskutierte Ursache ist das sogenannte Energy
Starvation Konzept. Dieses Konzept geht von einem Mangel an ATP und einer daraus
folgenden kontraktilen Dysfunktion aus (Ingwall u. Weiss 2004; Neubauer 2007). Dieses
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Konzept brachte den Fokus der Ursachenforschung auf die ATP-generierende Maschinerie
der Zelle, die mitochondriale Atmungskette und deren regulierende Komponenten.
Während der Pathogenese einer Herzinsuﬃzienz wurden Veränderungen im
mitochondrialen Stoﬀwechsel beschrieben. Im Tiermodell wurde gezeigt, dass während
der Progression einer kardialen Hypertrophie hin zur Herzinsuﬃzienz die Expression
von Genen des mitochondrialen Fettsäurestoﬀwechsels einheitlich erniedrigt ist (Christe
u. Rodgers 1994). Weiterhin wurde eine Verschiebung des myokardialen Stoﬀwechsels
hin zu einem fötalen Muster, welches Glukose an Stelle von Fettsäuren als vorrangiges
Substrat nutzt, beobachtet (Christe u. Rodgers 1994). Die Abhängigkeit des Myokards
von Glukose als Substrat über längere Zeit kann jedoch zu einem Deﬁzit an ATP führen
und somit eine kontraktile Dysfunktion verursachen (Massie et al. 1995; Neubauer et al.
1997). Es wurde weiterhin gezeigt, dass in der Insuﬃzienz sowohl Glukose- als auch die
Fettsäureoxidation stark erniedrigt sind (Doenst et al. 2010) und die ATP-Produktion
vermindert ist (Neubauer 2007).
Über 90% des unter aeroben Bedingungen hergestellten ATPs wird durch die oxidative
Phosphorylierung in den Mitochondrien gebildet (siehe Abschnitt 1.5). Untersuchungen
an myokardialem Gewebe herzinsuﬃzienter Patienten zeigten, dass die mitochondriale
Funktion stark verändert ist. Quigley et al. (Quigley et al. 2000) wiesen eine Korrelation
zwischen Auswurﬀraktion und der Aktivität der Cytochrom-c-Oxidase nach. Sie folgerten
daraus, dass eine verminderte Cytochrom-c-Oxidase Aktivität zu einer verminderten ATP
Produktion führen und eine Verschlechterung der Ventrikelfunktion daraus resultieren
kann (Quigley et al. 2000). Mit Magnetresonanztomograﬁe konnten ten Hove et al.
zeigen, dass im menschlichen Myokard ATP Gehalt, Phosphokreatin sowie Kreatinkinase
während einer Herzinsuﬃzienz erniedrigt sind (Ten Hove u. Neubauer 2007). Garnier et
al. zeigten, dass die respiratorische Kapazität sowie die Citratsynthase Aktivität während
einer bestehenden Herzinsuﬃzienz reduziert sind (Garnier et al. 2009). Diese Befunde
wurden durch tierexperimentelle Arbeiten weiter gestützt. So konnte im Tiermodell
der Aortenzügelung gezeigt werden, dass die Aktivitäten verschiedener mitochondrialer
Enzyme (Citratsynthase, Kreatinkinase) und der Enzyme der Atmungskette (Komplex
I-V) eingeschränkt sind (Garnier et al. 2009; Marin-Garcia et al. 2001; Momken et al.
2003). Es wurde weiterhin gezeigt, dass die Expression verschiedener Gene, welche die
mitochondriale Transkription und Translation koordinieren, reduziert ist (Garnier et al.
2003; Zoll et al. 2006).
Neben einer eingeschränkten Herzfunktion weisen Patienten bei einer Herzinsuﬃzienz
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häuﬁg auch eine eingeschränkte Bewegungstoleranz sowie eine schnellere Ermüdung der
Skelettmuskulatur auf. Untersuchungen an Muskelbiopsien von Patienten zeigten deutliche
morphologische wie auch biochemische Veränderungen. Zu beobachten war eine Zunahme
der glykolytischen Typ IIb Fasern (schnell zuckend - fast twitch) und eine Reduktion
der oxidativen, langsamen Typ I und IIa Fasern (langsam zuckend - slow twitch)
(Mancini et al. 1989; Sullivan et al. 1990). Drexler et al. (Drexler et al. 1992) konnten
Veränderungen in der Volumendichte der Mitochondrien und der Oberﬂächendichte
der mitochondrialen Christae zeigen. Biochemische Untersuchungen ergaben, dass die
Aktivität verschiedener mitochondrialer Enzyme (Citratsynthase, Succinatdehydrogenase,
Kreatinkinase, β-Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase) während einer Herzinsuﬃzienz im
Skelettmuskel reduziert ist (Hambrecht et al. 1999; Mancini et al. 1989; Mettauer
et al. 2001; Sullivan et al. 1990). Ein weiterer Hinweis auf eine Beeinträchtigung
der Mitochondrienfunktion während einer Herzinsuﬃzienz im Skelettmuskel ist die
Beobachtung einer eingeschränkten mitochondrialen respiratorischen Kapazität (De Sousa
et al. 2000; Garnier et al. 2003; Rosca et al. 2008; Zoll et al. 2006).
Zum besseren Verständnis der untersuchten Thematik, sollen im Nachfolgenden die
Grundlagen der Mitochondrien kurz dargestellt werden.
1.1 Mitochondrien
Mitochondrien kommen in Eukaryotenzellen vor und sind membranumschlossene
Organellen, die Energie aus chemischen Brennstoﬀen in für die Zelle nutzbare Energie
- ATP - umwandeln. Abbildung 1 zeigt den schematischen Aufbau eines Mitochondriums.
Abbildung 1: Vereinfachter Aufbau eines
Mitochondriums. 1 - Innere Membran, 2 - Äußere
Membran, 3 - Intermembranraum, 4 - Matrix
Abbildung 2: Lokalisation der subsarcolemmalen
(SSM) und interﬁbrillären (IFM) Mitochondrien
Im Gewebe gibt es 2 unterschiedlich lokalisierte Mitochondrienpopulationen, die sich
anhand ihrer intrazellulären Lokolisation unterscheiden lassen (Abb. 2) (Palmer et al. 1977;
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Weinstein et al. 1985). Direkt unterhalb des Sarkolemms liegen die subsarkolemmalen
Mitochondrien (SSM). Mitochondrien die zwischen den Muskelfasern eingebettet liegen
werden als interﬁbrillare Mitochondrien (IFM) bezeichnet. IFM und SSM unterscheiden
sich nicht nur durch ihre Lokalisation, sondern auch durch ihre Morphologie und ihre
biochemischen Eigenschaften (Krieger et al. 1980; Riva et al. 2005). Palmer et al. gelang es
mittels der diﬀerentiellen Zentrifugation erstmals, beide Populationen getrennt zu isolieren
(Palmer et al. 1977).
Stoﬀwechselprozesse im Mitochondrium
Das normotrophe Herz generiert ATP zu 70-90% aus der Oxidation von freien Fettsäuren
und zu 10-30% aus der Oxidation von Glukose und Laktat bzw. geringe Mengen aus der
Oxidation von Ketonkörpern und verschiedenen Aminosäuren (Taegtmeyer 1994). Die drei
wichtigsten Stoﬀwechselprozesse für die ATP-Bereitstellung im Mitochondrium sind die
β-Oxidation der Fettsäuren, der Citratzyklus sowie die oxidative Phosphorylierung.
Die β-Oxidation beschreibt den biochemischen Abbau von Fettsäuren. Um sie zu starten,
muss die abzubauende Fettsäure im Zytoplasma an Coenzym A gebunden werden. Die
aktivierte Fettsäure (Acyl-CoA) kann nicht selbstständig vom Zytoplasma durch die
Mitochondrienmembran diﬀundieren und nutzt daher die Carnitin-Palmitoyltransferase
1 und 2 sowie die Carnitin-Acylcarnitin-Translokase. In der Matrix wird die Fettsäure
schrittweise, in einer sich wiederholenden Abfolge von 4 Einzelreaktionen, abgebaut. Das
Endprodukt des Abbaus einer geradzahligen Fettsäure ist Acetyl-CoA (Nicht-geradzahlige
Fettsäure: Propionyl-CoA), welches zur weiteren Oxidation dem Citratzyklus zugeführt
wird. Im Citratzyklus wird das beim Abbau von Fetten, Zuckern und Aminosäuren
als Zwischenprodukt entstehende Acetyl-CoA zu Kohlenstoﬀdioxid und Wasser abgebaut.
Dabei werden sowohl für den Körper nutzbare Zwischenprodukte gebildet wie auch direkt
(ATP) und indirekt (Reduktionsäquivalente) Energie in biochemisch verfügbarer Form
zur Verfügung gestellt. Die gebildeten Reduktionsäquivalente NADH und FADH2 werden
in der oxidativen Phosphorylierung der Atmungskette genutzt um ATP zu gewinnen.
Während der oxidativen Phosphorylierung, werden die an NADH und FADH2
gebundenen Elektronen (je Acetyl-CoA 8 Reduktionsäquivalente) mit Hilfe einer Reihe




Abbildung 3 zeigt eine schematische Darstellung der mitochondrialen Atmungskette.
Sie besteht aus 5 Komplexen, welche entweder die innere mitochondriale Membran
vollständig durchspannen (Komplex I, III, IV, V) oder in ihr eingebettet sind (Komplex
II). Die Elektronenüberträger Ubichinon und Cytochrom c sind in der inneren Membran
(Ubichinon) bzw. im Intermembranraum (Cytochrom c) lokalisert.
Abbildung 3: Vereinfachte Darstellung der mitochondrialen Atmungskette mit den
Atmungskettenkomplexen I-IV, sowie der ATP-Synthase (Komplex V) in der inneren Membran der
Mitochondrien.
Die NADH-Dehydrogenase ist in der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert
und katalysiert den Transfer von Elektronen von NADH zu Ubichinon. Während
dieses Prozesses pumpt der Komplex vier Protonen je oxidiertem Molekül NADH
durch die innere Membran in den Intermembranraum. Die NADH-Dehydrogenase
besteht aus mehr als 45 Untereinheiten, von denen 7 durch die mitochondriale
DNA kodiert werden. Bei der Oxidation des NADH werden zwei Elektronen auf ein
Flavinmononukleotid-Molekül, mehrere Fe-S-Cluster und auf ein freies Ubichinon-Molekül
übertragen, welches zu Ubichinol reduziert wird. Ein weiterer Komplex welcher Elektronen
auf ein Ubichinon-Molekül übertragen kann ist die Succinatdehydrogenase. Sie besteht
aus vier Untereinheiten, welche nukleär kodiert werden und ist das einzige Enzym, welches
gleichzeitig am Citratzyklus und der Atmungskette teilnimmt. Im Citratzyklus katalysiert
es die Oxidation von Succinat zu Fumarat, in der Atmungskette die Reduktion von
Ubichinon zu Ubichinol. Das reduzierte Ubichinol überträgt seine Elektronen auf die
Cytochrom-c-Reduktase. Dieses Enzym fungiert als Oxidoreduktase, indem es in einer
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gekoppelten Reaktion die Oxidation von Ubichinol mit der Reduktion von Cytochrom
c und der Translokation von Protonen aus der Matrix in den Intermembranraum
katalysiert. Es besteht aus 11 Untereinheiten, von denen eine mitochondrial kodiert ist.
Die Elektronen wandern vom Ubichinol zu einem gebundenen Cytochrom c. Cytochrom
c ist ein mobiler Elektronentransporter, welcher aus einem eisenhaltigen Protein
besteht. Das reduzierte Cytochrom c diﬀundiert innerhalb des Intermembranraumes zur
Cytochrom-c-Oxidase und gibt das Elektron an das Kupferzentrum dieses Komplexes
ab. Die Cytochrom-c-Oxidase katalysiert in einer gekoppelten Reaktion die Oxidation
von Cytochrom c mit der Reduktion von Sauerstoﬀ zu Wasser. Die Cytochrom-c-Oxidase
setzt sich aus 13 Untereinheiten, davon 3 mitochondrial kodiert, zusammen und liegt als
Dimer vor. Während des katalytischen Zyklus der Cytochrom-c-Oxidase wird ein Molekül
Sauerstoﬀ (O2) zu zwei Molekülen Wasser (H2O) reduziert. Als Reduktionsmittel werden
vier Elektronen von vier Molekülen Cytochrom c sowie Protonen für die Wasserbildung
aus dem Innenraum des Mitochondriums gebraucht.
Die Komplexe I, III und IV fungieren als Protonenpumpen und bauen einen
elektrochemischen Gradienten zwischen der Matrix und dem Intermembranraum
auf. Diesen Gradienten macht sich die ATP-Synthase zu Nutze. Sie koppelt einen
transmembranen Protonentransport mit der Synthese von ATP aus ADP und organischem
Phosphat. Die mitochondriale ATP-Synthase setzt sich vermutlich aus 17 Untereinheiten
zusammen, wobei 2 Untereinheiten mitochondrial kodiert sind. Sie gruppieren sich zu
zwei Komplexen. Der wasserlösliche Komplex F1 katalysiert die Bildung von ATP und
der wasserunlösliche, in die Membran eingebaute Komplex FO, transportiert Protonen.
Der Protonenﬂuss wird für den Antrieb der ATP-Synthase genutzt und treibt wie ein
Wasserstrom den Rotor an. Um ATP aus ADP und Phosphat entstehen zu lassen, ﬁnden
Strukturänderungen im katalytischen Zentrum statt, welche die beiden Substrate (ADP
+ Phosphat) zur Reaktion bringen. Das durch die ATP-Synthase gebildete ATP wird
im Austausch für ADP durch den Adeninnukleotidtransporter ins Zytosol transportiert,
wo es vorwiegend für die Energieversorgung des Kontraktionszyklus genutzt wird und
praktisch alle energieversorgenden Prozesse der Zelle unterstützt.
Die einzelnen Komponenten der mitochondrialen Atmungskette sowie deren Funktionsweise
sind bisher gut bekannt. Jedoch konnte die Organisation d.h. die physische Anordnung
der Atmungskette noch nicht zufriedenstellend geklärt werden. Es werden zwei alternative
Modelle diskutiert. Das gebräuchlichste Modell ist das random-collision Modell
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(Hackenbrock et al. 1986). Es besagt, dass alle Komponenten der Atmungskette sich frei in
der inneren Mitochondrienmembran bewegen können und der Elektronentransfer abhängig
ist, von der zufälligen Begegnung der 4 Komplexe sowie der zwei Elektronentransporter. In
dem Modell des solid-state wird davon ausgegangen, dass die respiratorischen Komplexe
zu großen, hochmolekularen Strukturen, sogenannten Respirasomen, zusammengefügt
sind (Chance u. Williams 1955). Diese sollen einen schnelleren und eﬃzienteren
Elektronentransport ermöglichen. Anhand der blau nativen Gelelektrophorese (BN-PAGE)
konnte die Existenz dieser Respirasomen nachgewiesen werden (Schagger u. Pfeiﬀer 2000).
Die Aktivität der Atmungskette wird nicht nur durch die Funktion der
Atmungskettenkomplexe bestimmt sondern ist auch abhängig von der Menge der
Atmungskettenproteine. Diese Proteinexpression wird vorrangig durch die mitochondriale
Biogenese gesteuert.
1.3 Regulation der mitochondrialen Biogenese
Die mitochondriale Biogenese umfasst das Wachstum und die Teilung von bereits
existierenden Mitochondrien. Ein komplexes Regulationssystems ist nötig, um die
mitochondrialen und nukleären Proteinexpressionen koordiniert ablaufen zu lassen. Der
Hauptregulator der mitochondrialen Biogenese, der sowohl die mitochondriale als auch die
nukleäre Genexpression steuert, ist PGC-1α (Kelly u. Scarpulla 2004). PGC-1α interagiert
mit Proteinen aus der Familie der nukleären Hormonrezeptoren (PPARα, PPARγ, TRβ).
Weiterhin reguliert es die Expression und Aktivität von Transkriptionsfaktoren der
mitochondrialen Biogenese (Knutti u. Kralli 2001). PGC-1α kann mit einer Vielzahl von
Transkriptionsfaktoren interagieren und sie durch eine direkte Protein-Protein-Interaktion
co-aktivieren (Wu et al. 1999). Dazu zählen NRF1 und NRF2 sowie Tfam. Induziert wird
die Expression von PGC-1α durch Diabetes, Training oder Fasten, gehemmt dagegen
durch pathologische Hypertrophie sowie Herzinsuﬃzienz (Finck u. Kelly 2007).
Durch die Interaktion von PGC-1α mit PPARγ wird die Expression mitochondrialer
Enzyme und Transportproteine, welche wichtig für die Fettsäureoxidation sind, reguliert
und die Fettsäureoxidation erhöht. Des Weiteren interagieren PGC-1α und PGC-1β
mit ERRα. ERRα gehört zur Familie der Orphan-Rezeptoren und kann die Expression
von Genen für verschiedene Stoﬀwechselprozesse (Fettsäuretransport, β-Oxidation,
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Citratzyklus, OXPHOS, mitochondriale Biogenese, ROS-Abwehr) induzieren. Abhängig
vom Zelltyp kann ERRα auch die Fettaufnahme, die respiratorische Kapazität
und die ROS-Produktion beeinﬂussen sowie die Glukoseoxidation hemmen. ERRα
kann die mitochondriale Biogenese auch indirekt beeinﬂussen, indem es andere
Transkriptionsfaktoren (NRF1/2 und PPARα) aktiviert (Huss et al. 2004; Mootha
et al. 2004). NRF1/2 sind Transkriptionsfaktoren, die durch PGC-1α vermehrt exprimiert
und co-aktiviert werden und dann an Promotorbindungsstellen anderer Gene binden und
deren Expression erhöhen. Für NRF1/2 wurden bereits Promotorbindungsstellen auf
zahlreichen nukleär kodierten Genen gefunden, die für mitochondriale Proteine kodieren.
Ein Großteil dieser Proteine ist Teil der mitochondrialen Atmungskette (Kelly u. Scarpulla
2004). So wird die Expression fast aller nukleär kodierten Komplexuntereinheiten durch
die Transkriptionsfaktoren NRF1/2 gesteuert (Scarpulla 2006).
Problemstellung und Ziel dieser Arbeit
In humanen Proben sowie in Tiermodellen wurde das Vorliegen einer mitochondrialen
Dysfunktion in Herz- aber auch im Skelettmuskel bei Herzinsuﬃzienz gezeigt. Das
Zusammenspiel zwischen der mitochondrialen Funktion des Herz- und Skelettmuskels ist
bisher jedoch nicht bekannt. Weiterhin ist nicht bekannt, wie die mitochondriale Funktion
sich im Verlauf der Entwicklung einer durch Drucküberlastung induzierten Herzinsuﬃzienz
verändert.
Das Ziel dieser Arbeit war es, das Auftreten einer mitochondrialen Dysfunktion sowohl
in Herz- als auch Skelettmuskel der Ratte während der Entwicklung einer durch






Für die Experimente wurden männliche Sprague-Dawley Ratten verwendet. Ein Teil der
Ratten wurde von Janvier (Le Genest, Frankreich) bezogen, die restlichen Tiere stammten
aus der Zucht des medizinisch-experimentellen-Zentrums der Universität Leipzig (MEZ).
Die Unterbringung der Tiere erfolgte im MEZ bei 21°C und einem 12h Lichtzyklus.
Sie wurden in standardisierten Käﬁgen gehalten und erhielten freien Zugang zu Wasser
und Futter. Alle Versuche mit Tieren wurden durch die Tierschutzkommission Leipzig
genehmigt (TVV 36/06).
2.1.2 Geräte
 Ultra-Turrax T25 (600W, 8750 U/min) mit einem S25N-18G Dispergierwerkzeug,
Janke & Kunkel - IKA-Labortechnik (Staufen, Deutschland)
 Ultra-Turrax T8 (100W, 20000 U/min) mit einem S8N-5G Dispergierwerkzeug, Janke
& Kunkel - IKA-Labortechnik (Staufen, Deutschland)
 Glas-Homogenisator nach Potter-Elvejhem mit einem locker passenden Teﬂon-Pistill,
angetrieben von einem RE 16 Rührgerät (25W, 2000 bzw. 750 U/min), Janke &
Kunkel - IKA-Labortechnik (Staufen, Deutschland)
 Sorvall Zentrifuge RC5B Plus, Rotor SS 34, Sorvall Products (Newtown, CT, USA)
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 Heraeus Fresco 17 Zentrifuge, Thermo Electron Corporation (Waltham, MA, USA)
 Synergy 2 Multi-Mode Microplate Reader, Biotek (Winooski, VT, USA)
 UV-Spectrophotometer Ultrospec 2100 pro, Amersham Pharmacia Biotech (Uppsala,
Schweden)
 Sauerstoﬀelektrode mit Mitocell MT200A , Strathkelvin (Glasgow, Schottland)
 Dual-Channel Oxygen Meter (Model 782), Warner Instruments LLC (Hamden, CT,
USA)
 ABI Prism 9700 HT Sequence Detection System, Applied Biosystems (Foster City,
CA, USA)
 Elektrophoresekammer Mini Protean 3 Cell, BioRad (München, Deutschland)
 Elektrophoresekammer Blue Vertical 101, Serva (Heidelberg, Deutschland)
 BioRad - Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell
 Rodent Ventilator Type 7025, Ugo Basile (Comerio, VA, Italien)
 Durchﬂusszytometer LSR II, Becton-Dickinson (Franklin Lakes, NJ, USA)
 Ultraschallgerät Vevo 770, Visual Sonics (Toronto, Kanada) verwendet mit einem
Schallkopf 716 (11-24MHz)
2.1.3 Chemikalien
Chemikalien wurden von Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA), BioRad (München,
Germany), Carl Roth (Karlsruhe, Germany) und VWR (Darmstadt, Germany) bezogen.
2.1.4 Medikamente
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Durch Zügelung des Aortenbogens wurde eine künstliche Drucküberlastung des Herzens
hervorgerufen, welche im zeitlichen Verlauf zu einer Herzinsuﬃzienz führte. Dieser operative
Eingriﬀ erfolgte an männlichen Sprague-Dawley Ratten, welche zum Zeitpunkt der
Operation ungefähr 50g wogen, dies entsprach einem ungefähren Alter der Tiere von 3
Wochen. Die Tiere wurden mit einer Narkose bestehend aus Ketamin 10%, Xylazin 2%
und aqua dest., im Verhältnis 1:1:2 narkotisiert (3ml/kg Körpergewicht i.p.).





Zu Beginn der Operation wurden die Tiere intubiert. Hierzu wurde ein Längsschnitt durch
die Haut über dem Sternum bis zur Trachea gesetzt. Mit Hilfe einer stumpfen Pinzette
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wurde die Trachea frei präpariert. Die Intubation der Tiere erfolgte unter visueller Kontrolle
mit einer 16G Kanüle, welche als Tubus fungierte. Daraufhin wurde die Kanüle an ein
Beatmungsgerät angeschlossen und die Tiere mit Raumluft beatmet. Anschließend wurde
eine partielle Sternotomie durchgeführt und der Thymus entfernt. Der Aortenbogen wurde
mit einer stumpfen Pipette präpariert und ein Titanclip, mit Hilfe einer Zange, zwischen
dem Abgang des Truncus brachiocephalicus und der linken Arteria carotis communis
plaziert. Abb. 4 zeigt auf der linken Seite ein Foto der anatomischen Verhältnisse nach
Freilegung des Aortenbogens und auf der rechten Seite eine schematische Darstellung der
Aortenzügelung. Abb. 5 zeigt eine fotograﬁsche Aufnahme einer Aortenzügelung.
Die Sternotomie sowie die Operationswunde wurden mittels einer Naht verschlossen.
Nachdem eine suﬃziente Spontanatmung festgestellt wurde, wurden die Tiere extubiert.
Es erfolgte eine Schmerzmedikation mit dem Schmerzmittel Novaminsulfon über das
Trinkwasser für 3-4 Tage.
2.2.2 Echokardiograﬁe
Nach 2, 6 und 10 Wochen kardialer Drucküberlastung wurden dir Tiere echokardiograﬁsch
untersucht. Um das Auftreten der systolischen Dysfunktion verfolgen zu können, wurde
ab der 12. postoperativen Woche wöchentlich eine echokardiograﬁsche Untersuchung
durchgeführt. Nach Einleitung der Narkose mittels Isoﬂuran (1,5%), erfolgte die
Rasur der Brust und die Positionierung des Tieres in Rückenlage auf einem beheizten
Untersuchungstisch. In der parasternalen Ausrichtung des Schallkopfes wurde ein
Zweikammerblick der linken Herzseite auf Höhe des Papillarmuskels aufgesucht. Hierbei
konnten Aufnahmen im M-Mode (Bild entlang einer Schnittlinie im Zeitverlauf) des
linken Ventrikels erstellt werden. Im M-Mode konnten neben der Herzfrequenz auch die
Wandstärken des linken Ventrikels, Vorderwand und Hinterwand, in Systole und Diastole
ermittelt werden. Ferner erlaubte diese Aufnahme die Bestimmung von end-systolischem
(LVESD) und end-diastolischem (LVEDD) Durchmesser des linken Ventrikels. Aus den
Ergebnissen dieser Messung wurden weitere Parameter ermittelt.
Ejektionsfraktion in % = EDV−ESV
EDV
Verkürzungsfraktion (Fractional Shortening) in % = LV EDD−LV ESD
LV EDD
EDV = Enddiastolische Volumen
ESV = Endsystolisches Volumen
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Durch Neigung des Schallkopfes konnte die Ebene des Vierkammerblickes erreicht werden.
In dieser Ebene konnte mittels Pulsed-Wave und Tissue Doppler die Flussgeschwindigkeit
über der Mitralklappe sowie die Myokardbewegung am septalen Mitralanulus bestimmt
werden.
2.2.3 Organentnahme und Herstellung der Muskelhomogenate
Organentnahme
Am Ende des jeweiligen Versuchszeitraumes (2 Wochen, 6 Wochen, 10 Wochen und
Herzinsuﬃzienz) wurden die Tiere gewogen und durch eine intraperitoneale Injektion
mit Thiopental (150mg/kg) narkotisiert. Während des Öﬀnens des Bauchraumes
sowie des Brustkorbes wurde auf mögliche Flüßigkeitsansammlungen sowie krankhafte
Veränderungen der Organe geachtet. Nachdem das Herz explantiert und in Chappel-Perry
Puﬀer CP1 (100mM KCl, 50mM MOPS, 1mM EGTA, 5mM MgSO4x7H2O, 1mM ATP; pH
7,4) auf Eis gelagert wurde, wurden anschließend die beiden UnterschenkelmuskelMusculus
gastrocnemius undMusculus soleus aus jedem Bein entnommen. Der Gastrocnemius wurde
ebenfalls in CP1, der Soleus in kardiopleger Lösung (180mMKCl, 10mM EDTA; pH 7,4) auf
Eis aufbewahrt. Nach der Muskelentnahme wurden zusätzlich Leber und Lunge entnommen
und gewogen.
Die entnommenen Muskeln (Herz, Gastrocnemius, Soleus) wurden anschließend
homogenisiert und aus dem Homogenat die Mitochondrien isoliert.
Homogenatherstellung Herz
Nach der Entnahme wurde das Herz mehrfach mit CP1 Puﬀer gespült. Extrazelluläres
Gewebe und Arterien wurden entfernt und das gesamte Herzgewicht ermittelt.
Anschließend wurde durch Sektion beider Atrien das Ventrikelgewicht bestimmt. Der
Ventrikel wurde dann mittels einer Schere im Becherglas zerkleinert und mehrfach mit
CP1 gespült. Das zerkleinerte Herz wurde in ein Homogenisierungsröhrchen überführt
und mit 10ml CP2 (CP1 + 2mgBSA/ml) / g Herz verdünnt. Die Suspension wurde
für 2,5 Sekunden mittels eines Ultra-Turrax mit 9000 rpm homogenisiert. Zum Abschluss
der Homogenisierung erfolgten 2 Durchzüge mit einem locker sitzenden, motorgetriebenen
Teﬂon-Pistill (600-800 rpm) und anschließend die Einstellung des pH-Wertes auf 7,4 mittels
Tris/HCl-Lösung (100mM). Sämtliche Arbeitsschritte wurden bei 4 durchgeführt. Das
fertige Homogenat wurde bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert.
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Homogenatherstellung Gastrocnemius
Beide Gastrocnemii wurden von Sehnen und anhaftenden Haaren befreit und gewogen.
Sie wurden mittels einer Schere in einem Becherglas zerkleinert und mehrfach mit CP1
gespült. Das zerkleinerte Muskelgewebe wurde in ein Homogenisierungsröhrchen überführt
und mit 10ml CP2 (CP1 + 2mgBSA/ml)/g Muskel verdünnt. Die Suspension wurde für
2,5 Sekunden mittels eines Ultra-Turrax mit 9000 rpm homogenisiert. Zum Abschluss
der Homogenisierung erfolgten 2 Durchzüge mit einem locker sitzenden, motorgetriebenen
Teﬂon-Pistill (600-800 rpm) und anschließend die Einstellung des pH-Wertes auf 7,4 mittels
Tris/HCl-Lösung (100mM). Sämtliche Arbeitsschritte wurden bei 4 durchgeführt. Das
fertige Homogenat wurde bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert.
Homogenatherstellung Soleus
Nachdem Sehnen und anhaftende Haare an beiden Soleii entfernt wurden, wurden
sie gewogen und anschließend auf einem Wägeschälchen auf Eis mittels einer
Schere zerkleinert. Die zerkleinerten Muskeln wurden in ein Homogenisierungsröhrchen
überführt und mit dem 4 fachen Volumen an KEA (180mM KCl, 10mM EDTA,
0,5% BSA; pH 7,4) verdünnt. Die Suspension wurde mit einem Ultra Turrax
T25 bei 2500rpm für 20 Sekunden homogenisiert. Der Turrax wurde nach der
Homogenisierung mit einer Volumeneinheit KEA gespült und das daran haftende
Gewebe im Homogenisierungsröhrchen aufgefangen. Es folgte ein Durchzug mit einem
motorgetriebenen Teﬂon-Pistill bei 2000 rpm. Das Homogenat wurde in ein 2ml
Reaktionsgefäß überführt, das noch am Homogenisierungsröhrchen haftende Gewebe wurde
mit einer Volumeneinheit KEA gelöst und ebenfalls ins Reaktionsgefäß überführt. Somit
entsprach die ﬁnale Verdünnung des Homogenates dem 6-fachen des Soleusvolumens.
Sämtliche Arbeitsschritte wurden bei 4 durchgeführt. Das fertige Homogenat wurde bis
zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert.
2.2.4 Isolation der Mitochondrien
Die Isolation der Mitochondrien aus den oben genannten Homogenaten erfolgte nach
dem Prinzip der diﬀerentiellen Zentrifugation nach Palmer et al. (Palmer et al. 1977).
Aus Herz- sowie Gastrocnemiushomogenat wurden zwei mitochondriale Subpopulationen
isoliert, die interﬁbrillären (IFM) und die subsarkolemmalen (SSM) Mitochondrien. Aus
dem Homogenat des Soleusmuskels wurden ebenfalls zwei mitochondriale Subpopulationen
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isoliert, die jedoch auf Grund des geringen Volumens am Ende des Isolationsverfahrens
wieder zusammengeführt wurden.
Mitochondrienisolation aus Herz- und Gastrocnemiushomogenat
Abbildung 6 zeigt das Isolationsverfahren zur Gewinnung der zwei mitochondrialen
Subpopulationen. Nachdem das Homogenat bei 580xg zentrifugiert wurde, befanden sich
die subsarkolemmalen Mitochondrien im Überstand und die interﬁbrillären Mitochondrien
in den Muskelﬁbrillen im Pellet. Der Überstand mit den SSM wurde vorsichtig abgegossen
und auf Eis aufbewahrt, das Pellet und die darin enthaltenen IFM wurden mit CP1 Puﬀer
resuspendiert. Um die IFM aus den Muskelfasern zu lösen, erfolgte eine Proteolyse der
Muskelfasern mit dem Enzym Trypsin. Nach 10 Minuten erfolgte durch die Zugabe von
CP2 der Stopp der Proteolyse. Es folgte eine Zentrifugation bei 5.900xg mit anschließender
Resuspension des Pellets in CP1 Puﬀer. Anschließend wurde die Suspension nochmals
zentrifugiert (580xg) so dass die aus den Muskelfasern herausgelösten IFM sich im
Überstand befanden. Im Anschluss an die Isolation der Mitochondrien erfolgten drei
Aufreinigungsschritte. Hierzu wurden die Mitochondrien jeweils in KME Puﬀer (100mM
KCl, 50mM MOPS, 0,5mM EGTA; pH 7,4) resuspendiert und bei 5.900xg zentrifugiert.
Abbildung 6: Schema zur Isolierung von subsarkolemmalen und interﬁbrillären Mitochondrien
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Mitochondrienisolation aus Soleushomogenat
Die Isolation der Mitochondrien des Soleusmuskels erfolgte mit Hilfe einer Tischzentrifuge.
Das Homogenat wurde bei 100xg zentrifugiert, so dass sich die SSM im Überstand und
die IFM im Pellet befanden. Anschließend wurde der Überstand vorsichtig abgenommen
und bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis gelagert. Das Pellet, welches die Muskelﬁbrillen
und die dazwischen liegenden IFM enthielt, wurde in KEA Lösung resuspendiert und eine
Proteolyse der Myoﬁbrillen mit dem Enzym Nargase (Protease XXIV) folgte. Nach einer
Inkubationszeit von 30sec wurde eine Zentrifugation bei 5900xg für 5 min gestartet. Das
erhaltene Pellet wurde mit KEA resuspendiert und bei 100xg zentrifugiert. Der IFM-haltige
Überstand wurde vorsichtig abgenommen und mit den auf Eis wartenden SSM zusammen
geführt. Anschließend erfolgten zwei Aufreinigungsschritte bei denen die Suspension mit
5900xg zentrifugiert und das Pellet mit KME Lösung resuspendiert wurde. Sämtliche
Isolationsschritte wurden bei 4°C durchgeführt.
2.2.5 Bestimmung der Citratsynthase-Aktivität
Die Citratsynthase ist ein Enzym der mitochondrialen Matrix. Sie kann auf Grund
dieser Lokalisation als mitochondriales Markerenzym verwand werden. Chemnitius et
al. (Chemnitius et al. 1988) unterschieden in vitro eine latente von einer freien
Enzym-Aktivität. Die Summe dieser beiden Aktivitäten ergibt die Gesamtaktivität
der Citratsynthase. Wird die Citratsynthase (CS) in einer Mitochondrien-Präparation
ohne vorherige Desintegration der strukturell intakten Mitochondrienmembran gemessen,
so wird der Anteil der CS-Aktivität bestimmt, der frei für die Substrate zugänglich
ist (CS-frei). Dies ist zum Beispiel bei präparationsbedingter Schädigung der
Mitochondrienmembran möglich. Das Enzym liegt dann im Isolationsmedium frei vor oder
ist in den zerstörten Mitochondrien für die Substrate zugänglich. Für die Bestimmung der
gesamten CS-Aktivität (CS-gesamt) muss die Doppelmembran der intakten Mitochondrien
zerstört werden, da die Substrate des Enzyms die innere Mitochondrienmembran nicht
passieren können. Aus der Diﬀerenz der gesamten und der freien CS-Aktivität errechnet sich
der latente Aktivitätsanteil (CS-latent), d.h. die CS-Aktivität, die erst nach Desintegration
der Mitochondrienmembran freigesetzt wird. Sie ist ein Maß für die strukturelle Intaktheit
einer Mitochondrienpräparation. Der Citratsynthase-Quotient (CSR), als Quotient aus
latenter und freier CS-Aktivität, gilt als Marker für die strukturelle Integrität einer
Mitochondrienpopulation (Chemnitius et al. 1988).
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Die Citratsynthase-Aktivität wurde nach der Methode von Srere (Srere 1969) bestimmt.
Die bei der Synthese von Oxalacetat und Acetyl-CoA zu Citrat freiwerdenden
SH-Gruppen des CoA-SH reagieren stöchiometrisch mit 5,5`-Dithiobis(2-nitrobenzoesäure)
(DTNB) unter Freisetzung von Mercaptid-Anionen. Diese Mercaptid-Anionen lassen
sich photometrisch bei λ=412nm nachweisen und quantiﬁzieren. Es lassen sich zwei
Aktivitätsanteile an den Steigungen der Extinktionsaufzeichnungen bestimmen. Der
erste Anteil entspricht einer unspeziﬁschen Hydrolyse des Acetyl-CoA durch sonstige
Enzyme mit Hydrolyse-Aktivität. Der zweite Anteil entspricht der unspeziﬁschen Aktivität
plus der Citratsynthase-Aktivität, die nach Zugabe von Oxalacetat (10mM/l) gestartet
wird. Nach Subtraktion der beiden Aktivitätsanteile voneinander erhält man die
Citratsynthase-Aktivität.




50µl Probe mit 50µl 0,9% NaCl 50µl -
50µl Probe mit 50µl 5% Triton X-100 - 50µl
H2O 775µl 775µl
1 mM DTNB in 1M Tris/HCl pH 8,5 100µl 100µl
5 mM Acetyl-CoA 25µl 25µl
Aufzeichnung der Extinktion (λ= 412nm; 25°C ; 2:20min)
Oxalacetat (10 mM in 0,1 M Tris/HCl pH 8,5) 50µl 50µl
Aufzeichnung der Extinktion (λ= 412nm; 25°C ; 2:20min)
Für die Bestimmung der gesamten CS-Aktivität wurden 50µl Mitochondrien mit 50µl
des nicht-ionischen Tensids Triton X-100 (5%ige Lösung) für 5 Minuten vorinkubiert.
Dadurch kommt es zur Zerstörung der mitochondrialen Struktur. Nach Zugabe von
Oxalacetat konnte somit die Gesamtaktivität der Citratsynthase gemessen werden. Die
freie Aktivität der Citratsynthase wurde nach Vorinkubation in isotonischer NaCl-Lösung
(0,9%) gemessen. Tab. 2 zeigt das verwendete Pipettierschema.
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2.2.6 Proteinbestimmung nach Bradford
Die Proteinbestimmung der Muskelhomogenate und Mitochondrienisolate wurde nach
der Bradford-Methode (Bradford 1976) durchgeführt. Die Bradford-Reagenz der
Firma BioRAD enthielt Coomassie blue, Ethanol (96%), H3PO4 und H20. Die
ungebundene (kationische), rote Form des Farbstoﬀs hat bei 470nm ihr Maximum
im Absorptionsspektrum. Durch die Komplexbildung mit Proteinen wird der Farbstoﬀ
in seiner blauen, anionischen Sulfonatform stabilisiert und das Absorptionsmaximum
verschiebt sich auf 595nm. Da der Extinktionskoeﬃzient des Farbstoﬀ-Protein-Komplexes
außerdem sehr viel höher als der des freien Farbstoﬀes ist, kann die Zunahme der Absorption
bei 595nm durch die Bildung des Komplexes mit hoher Empﬁndlichkeit gegen das freie
Farbreagenz photometrisch gemessen werden und ist ein Maß für die Proteinkonzentration
der Lösung. Die jeweiligen Proben wurden verdünnt und mit der Bradford-Reagenz
versetzt, nach einer Inkubationzeit von 3 min wurde die Extinktion der Probe bei 595nm
bestimmt. Ebenso wurde die Extinktion gegen einen Leerwert photometrisch bestimmt. Mit
Hilfe einer Standardkurve (Rinderserum-Albumin) wurde der tatsächliche Proteingehalt
der Probe berechnet.
2.2.7 Bestimmung der respiratorischen Kapazität
Die Bestimmung des Sauerstoﬀverbrauchs der isolierten Mitochondrien erfolgte mit Hilfe
einer Clark-Sauerstoﬀelektrode in einer Reaktionskammer mit einem Gesamtvolumen
von 1ml. Die Temperatur in der Reaktionskammer wurde durch einen Wassermantel
kontinuierlich auf 25°C gehalten. Abb. 7 zeigt die verwendete Reaktionskammer. Sie
Abbildung 7: Aufbau der verwendeten Atmungskammer
hat an ihrem oberen Ende eine Öﬀnung, die durch einen hierfür eigens vorgesehen
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Verschlussstift verschlossen werden kann. Der Verschlussstift seinerseits enthält eine
Kapillare mit einem Durchmesser von ca. 1-2mm. Durch diese Kapillare können im
weiteren Versuchsablauf Reagenzien mittels einer Spritze in die Reaktionskammer
appliziert werden. Atmosphärischer Sauerstoﬀ hat auf Grund dieser Versuchsanordnung
keinen Einﬂuss auf die Messung des Sauerstoﬀverbrauchs in der Reaktionskammer.
Sauerstoﬀelektrode:
Die Messung des Sauerstoﬀgehaltes in der Reaktionskammer wurde mit einer Elektrode
nach Clark durchgeführt (Clark et al. 1953). Das Prinzip der Elektrode besteht
in der Messung des elektrischen Stroms, der bei der Reduktion des Sauerstoﬀs an
der Kathode entsteht. Dieser Strom ist bei einer angelegten Spannung von 0,4-0,8V
ausschließlich von der Zahl der O2-Moleküle abhängig, die pro Zeiteinheit die Elektrode
erreichen und reduziert werden. Somit kann eine Veränderung des Sauerstoﬀgehaltes
in der Reaktionskammer über den veränderten Strom aufgezeichnet werden. Konstante
Diﬀusionsbedingungen werden erreicht, indem die Elektrode mit einer für Sauerstoﬀ
permeablen Membran überzogen und die Lösung ständig gerührt wird.
Kalibrierung der Sauerstoﬀelektrode:
Die Kalibrierung wurde täglich nach einer Methode von Lehninger (Lehninger 1951)
unter Verwendung unkontrolliert atmender Mitochondrien und NADH durchgeführt.
Um die Enzyme der Atmungskette für das Substrat NADH frei zugänglich zu machen,
wurden die Mitochondrien zur Desintegration ihrer Doppelmembranen tiefgefroren
und wieder aufgetaut. Die Übertragung der Elektronen auf den Sauerstoﬀ ﬁndet
in diesen Präparationen unabhängig von ADP stöchiometrisch statt. Für jedes
Sauerstoﬀ-Molekül werden 2 NADH-Moleküle zur Übertragung des Wasserstoﬀs
benötigt. Die Reaktionskammer wurde mit 950µl Respirationsmedium (210mM
Mannitol, 70mM Saccarose, 5mM KH2PO45, 10mM Tris-Base; pH 7,4) und 50µl
der Mitochondrienpräparation befüllt und bei 25°C mit Luftsauerstoﬀ äquilibriert. Durch
mehrfache Zugabe von NADH (25µl, 1mM) wurde eine Kalibrierungskurve aufgezeichnet.
Anhand der aufgezeichneten Kurve sowie der täglich gemessenen Extinktion des NADH
ließ sich der Kalibrierungsfaktor (nAtomeO/mm) berechnen.
Verwendete Substrate:
Um die funktionellen Komponenten der oxidativen Amungskette untersuchen zu können,
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wurden Substrate genutzt, die verschiedene mitochondriale Transportsysteme und
Dehydrogenasen verwenden und ihre Elektronen an verschiedene Komponenten der
Atmungskette abgeben. Es wurden die Komplex I Substrate Glutamat, Pyruvat und
Palmitoylcarnitin und das Komplex II Substrat Succinat verwendet. Die Besonderheiten
eines jeden Substrates werden im Folgenden beschrieben.
Glutamat Glutamat ist eine essentielle Aminosäure und spielt eine wesentliche
Rolle im Zellstoﬀwechsel. Die Oxidation des Glutamat reﬂektiert die mitochondriale
Glutamataufnahme, die Glutamatdehydrogenaseaktivität und die allgemeine Aktivität
der Elektronentransportkette. Bei der Umwandlung von Glutamat zu α-Ketoglutarat
und weiterführend von α-Ketoglutarat zu Succinat wird NADH freigesetzt. Dieses
Reduktionsäquivalent gibt seine Elektronen an Komplex I ab. Des Weiteren wird bei der
folgenden Umwandlung von Succinat zu Fumarat FADH2 freigesetzt, welches wiederum
seine Elektronen an Komplex II abgeben kann. Somit ist Glutamat hauptsächlich ein
Komplex I, aber auch ein Komplex II Substrat.
Pyruvat Pyruvat ist das Anion der Brenztraubensäure. Mit Hilfe des Pyruvates kann
man die Funktion der Monokarbontransporter und der Pyruvatdehydrogenase (PDH)
abschätzen. Die PDH ist ein großer Enzymkomplex, welcher die irreversible oxidative
Decarboxylierung von Pyruvat katalysiert. Bei der oxidativen Decarboxylierung wird vom
Pyruvat (C3) Kohlenstoﬀdioxid (CO2) abgespalten und ein NADH gewonnen. Dabei wird
eine energiereiche Thioesterbindung zwischen Coenzym A und dem Acetatrest gebildet und
Acetyl-CoA entsteht. Acetyl-CoA tritt dann in den Citratzyklus ein und die Citratsynthase
katalysiert die Kondensation von Oxalacetat mit Acetyl-CoA zu Citrat. Durch die Zugabe
von Malat, einer Dicarbonsäure, wird die Bildung von FADH2 verhindert und genügend
Oxalacatat für die Kondensation von Acetyl-CoA zu Citrat bereitgestellt. Somit liefert
die Oxidation des Substratgemisches Pyruvat/Malat nur NADH für Komplex I und keine
Reduktionsäquivalente für Komplex II.
Palmitoylcarnitin Mit Hilfe der Fettsäure Palmitoylcarnitin kann die Funktionalität
der Carnitinpalmitoyltransferase 2 (CPT-2) und der ß-Oxidation beschrieben werden. In
der Carnitin-Form kann die Fettsäure mit Hilfe des Carnitin-Acylcarnitin-Transporters vom
Intermembranraum in die Mitochondrienmatrix gelangen. Hier wird mit Hilfe der CPT-2
das Carnitin abgespalten und es liegt die aktivierte Form der Fettsäure vor, das Acyl-CoA.
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In der Mitochondrienmatrix ﬁndet nun die eigentliche ß-Oxidation statt, der Abbau von
Acyl-CoA zu Acetyl-CoA. Das gebildete Acetyl-CoA kann zum weiteren Abbau in den
Citrat-Zyklus einﬂießen oder zur Synthese von Ketonkörpern dienen. FADH2 und NADH,
die während der ß-Oxidation gebildet werden, werden der Atmungskette zugeführt. Der
Abbau von Fettsäuren ist eine Reaktionsfolge, bei der sehr viel für den Körper nutzbare
Energie frei wird. Bei einem vollständigem Abbau von einem Molekül Palmitat (durch
ß-Oxidation, Citrat-Zyklus und Atmungskette) werden etwa 98 bis 106 Moleküle ATP
gebildet. Im Vergleich dazu entstehen bei dem Abbau von einem Molekül Glukose im
statistischen Mittel nur etwa 30 Moleküle ATP. Durch die Zugabe von Malat wird die
FADH2 Bildung während des Citratzyklus unterbunden und genügend Oxalacatat für die
Kondensation von Acetyl-CoA zu Citrat bereitgestellt.
Succinat Succinat ist eine Dicarbonsäure und spielt eine wichtige Rolle im Citratzyklus.
Succinat wird mit FAD zu Fumarat und FADH2 oxidiert. Dies geschieht mit Hilfe der
Succinatdehydrogenase, welche Teil des Atmungskettenkomplexes II ist. Somit liefert
Succinat nur Reduktionsäquivalente, welche über Komplex II in die Atmungskette
eingeleitet werden. Um einen Elektronenrückﬂuss auf Komplex I zu verhindern, wird dieser
mit Rotenon gehemmt.
Versuchsdurchführung:
Für die Atmungsmessung wurde die Versuchskammer mit Respirationsmedium und
isolierten Mitochondrien gefüllt, so dass eine Mitochondriendichte von 1U CS/ml in
der Atmungskammer vorlag. Anschließend erfolgte die Zugabe des Substrates und die
Aufzeichnung der substratmotivierten Atmung (State 2 Atmung). Durch Zugabe von
ADP wurde die maximale respiratorische Kapazität, State 3 Atmung, angeregt. Nach der
vollständigen Phosphorylierung des zugegebenen ADP zu ATP wurde die ADP-limitierte
Atmung, State 4 Atmung, gemessen. In Abbildung 8 ist der Verlauf der Atmungskurve
schematisch dargestellt.
Die Atmungskapazität der Mitochondrien wurde mit verschiedenen Substraten bestimmt.
Die genauen Zugabemengen sind in Tabelle 3 aufgelistet. Bei der Atmungsmessung mit
dem Komplex II Substrat Succinat, wurde vor der eigentlichen Substratzugabe Rotenon
appliziert, um den Rückﬂuss der Elektronen zu Komplex I zu hemmen.
Die Phosphorylierung des ADP zu ATP an Komplex V ist abhängig vom
Membranpotential, welches durch die Komplexe der Atmungkette aufgebaut wird. Durch
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Abbildung 8: Schematischer Verlauf der Atmungskurve
Tabelle 3: Übersicht über die Substratzugabe
Substrat Konzentration Zugabe
Glutamat 1M 10µl
Palmitoylcarnitin + Malat 2mM / 0,5M 10 µl / 5µl
Pyruvat + Malat 1M / 0,5M 5µl / 5µl
Succinat + Rotenon 1M / 0,75mM 10µl / 5µl
die Zugabe des Entkopplers 2,4-Dinitrophenol (DNP) soll die Atmung unabhängig vom
Protonengradienten und somit unabhängig von der ATP-Synthase untersucht werden.
Hierzu wurde die entkoppelte Atmung mit den Substraten Glutamat und Succinat
gemessen, DNP wurde dabei im Anschluss an die State 4 Atmung appliziert.
DNP wirkt als Proton-Ionophor und baut das chemiosmotische Potential, welches auf
dem Protonengradienten zwischen Intermembranraum und Matrix beruht, ab, indem
es Protonen aus dem Intermembranraum aufnehmen, durch die innere mitochondriale
Membran in die Matrix diﬀundieren und dort die Protonen wieder abgeben kann. Das
DNP diﬀundiert wieder in den Intermembranraum, wo der gleiche Prozess von neuem
beginnt.
Bestimmung des Sauerstoﬀverbrauchs und des ADP/O Quotienten:
Die Bestimmung der State 2-, State 3- und State 4-Atmung wurde durch Anlegen
von Tangenten an die jeweiligen Abschnitte der Kurve durchgeführt. Die Steigung
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der Tangenten wurde mit dem Kalibrierungsfaktor der Sauerstoﬀelektrode multipliziert.
Hieraus ergab sich der Sauerstoﬀverbrauch (nAtomeO/min) von 1 Unit eingesetzter
Citratsynthase-Aktivität.
Der ADP/O-Quotient wurde nach der Methode von Estabrook (Estabrook 1967) aus
den polarographischen Aufzeichnungen des Sauerstoﬀverbrauchs berechnet. Der vertikale
Abstand der Schnittpunkte der Tangenten der State 2- und State 3-Atmung bzw. der
State 3- und State 4-Atmung entsprach dem Sauerstoﬀverbrauch, der allein durch die
Zugabe von ADP entstand. Aus der Menge des zugegebenen ADP (20µl, 10mM/l) und dem
ermittelten Sauerstoﬀverbrauch lässt sich somit der ADP/O-Quotient berechnen, indem
man das zugegebene ADP ins Verhältnis zu den verbrauchten Sauerstoﬀmolekülen setzt.
2.2.8 Messung der speziﬁschen Komplexaktivitäten
Aufbereitung der Proben:
1mg mitochondriales Protein wurde mit 200µl 5%iger Cholatlösung versetzt und mit MSM
/ EDTA-Puﬀer, dem 1µl/ml Protease-Inhibitor zugesetzt wurde, auf ein Endvolumen von
1ml aufgefüllt. MSM/EDTA Puﬀer setzt sich zusammen aus Mannitol (5mM), Sucrose
(220mM), MOPS (5mM) und EDTA (2mM) eingestellt auf einen pH-Wert von 7,4.
Anschließend wurden die aufbereiteten Proben bis zur weiteren Verwendung bei -80°C
gelagert. Am Tag der Messung wurden die Proben langsam aufgetaut und nochmals
mit MSM/EDTA Puﬀer verdünnt. Für die Messung von Komplex I und III wurden die
Proben auf 0,1mg/ml verdünnt und für Komplex IV auf 0,01mg/ml. Für die Messung
von Komplex II wurde die unverdünnte Probe verwandt. Alle Messungen wurden bei 37°C
durchgeführt. In Tabelle 4 ist die Zusammensetzung der Puﬀeransätze für die einzelnen
Komplexmessungen dargestellt. Alle Assays wurden in einem Photometer der Firma
Biotek, auf einer 96-Well Platte durchgeführt. Jede Probe wurde einer Dreifachbestimmung
unterzogen.
Um das Prinzip der einzelnen Komplexmessungen besser zu erklären, wurde für
jede Messung eine schematische Zeichnung erstellt. Diese sollen das Verständnis der
Messmethode erleichtern.
Komplex I - NADH-Dehydrogenase
Die Messung der Komplex I Aktivität beruht auf einem Protokoll von Janssen (Janssen
et al. 2007).
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Tabelle 4: Puﬀeransätze für die einzelnen Komplexmessungen
Komplex I Komplex II Komplex III Komplex IV
KH2PO4 200mM 200mM 200mM 200mM
BSA 14,7g/l 14,7g/l 14,7g/l -
DCIP 1,3mM 1,3mM - -
Decylubichinon 10mM - - -
Antimycin A 0,11mM 0,11mM - -
Duroquinon - 50mM - -
EDTA - 100mM 100mM -
Natriumazid - - 100mM -
Cytochrom c - - 1mM -
DDM - - - 8,4mM
Versuchsdurchführung Die Mitochondrien wurden mit dem Puﬀer (Tabelle 4) auf
eine 96-Well Platte pipetiert und für 3 min bei 37°C inkubiert. Die Messung der
Absorptionskurve unterteilte sich in drei Abschnitte. Zuerst wurde die Absorption ohne
Substrat bestimmt, anschließend erfolgte die Zugabe von NADH und die substratmotivierte
Aktivität wurde bestimmt. Durch die Zugabe von Rotenon wurde Komplex I inhibiert und
somit der nicht Komplex I speziﬁsche Substratabbau bestimmt.
Versuchsprinzip Das Substrat NADH wird durch die NADH - Dehydrogenase oxidiert
und gibt Wasserstoﬀ sowie Elektronen ab. Diese freigesetzten Elektronen reduzieren das
zugegebene Decylubichinon zu Decylubichinol. Ohne einen weiteren Elektronenakzeptor
würden sich die Elektronen am Decylubichinol stauen und rückwirkend Komplex I hemmen.
Um dies zu verhindern und um die maximale Aktivität des Komplexes bestimmen zu
können, wurde der Indophenol-Farbstoﬀ 2,6-Dichlorphenol-indophenol-natrium (DCIP)
zugegeben. Decylubichinol gibt seine Elektronen an DCIP weiter und reduziert diesen
Farbstoﬀ. Um eine Weitergabe der Elektronen an Komplex III zu verhindern, wurde dieser
mit Antimycin A gehemmt (Abb. 9).
Komplex II - Succinatdehydrogenase
Das Protokoll für die Bestimmung der Komplex II Aktivität wurde mit leichten
Veränderungen von Krähenbühl übernommen (Krahenbuhl et al. 1991).
32
2. Material und Methoden
Versuchsdurchführung Die unverdünnten Mitochondrien wurden mit dem Puﬀer (Tabelle
4) auf eine 96-Well Platte pipetiert und bei 37°C für 3min inkubiert. Es folgt eine
Absorptionsmessung bei 600nm, um den Hintergrund zu bestimmen und nach Zugabe
von Succinat, dem Substrat, eine weitere Messung, um die Aktivität zu bestimmen.
Versuchsprinzip Das zugeführte Substrat Succinat wird zu Fumarat oxidiert und gibt dabei
Elektronen ab. Diese freigesetzten Elektronen reduzieren das zugegebene Decylubichinon
zu Decylubichinol. Decylubichinol gibt die Elektronen weiter an den Farbstoﬀ DCIP und
dessen Reduktion kann photometrisch verfolgt werden (siehe Versuchsprinzip Komplex
I). Um eine Weitergabe der Elektronen an Komplex III zu verhindern, wird dieser mit
Antimycin A gehemmt (Abb. 10).
Abbildung 9: Bestimmung der Aktivität des
Komplexes I
Abbildung 10: Bestimmung der Aktivität des
Komplexes II
Komplex III - Cytochrom-c-Reduktase
Das Protokoll für die Bestimmung der Komplex III Aktivität wurde ebenfalls von
Krähenbühl übernommen (Krahenbuhl et al. 1991).
Versuchsdurchführung Die Mitochondrien (0,1mg/ml) wurden zusammen mit dem Puﬀer
(Tabelle 4) auf die 96-Well Platte pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 3 Minuten
wurde die Absorption bei 550nm gemessen und somit die unspeziﬁsche Aktivität
bestimmt. Anschließend erfolgte die Zugabe des Substrates Decylubichinol, die Messung
der substratmotivierten Aktivität sowie die Zugabe von Antimycin A und einer weiteren
Absorptionsmessung.
Versuchsprinzip Um die Aktivität von Komplex III messen zu können, wurde ein Substrat
zugegeben, welches oxidiert werden kann - Decylubichinol. Dies wurde hergestellt, indem
Decylubichinon mit Hilfe von Kaliumborhydrid und Salzsäure zu Decylubichinol reduziert
wurde. Komplex III oxidiert Decylubichinol und gibt die Elektronen weiter an Cytochrom
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c. Dies liegt in der oxidierten Form vor und kann somit reduziert werden. Die Reduktion
von Cytochrom c ruft einen Farbwechsel von rot zu farblos hervor. Um die Weitergabe
der Elektronen von Cytochrom c zu Komplex IV zu verhindern, ist Natriumazid im
Puﬀer enthalten. Das Azid-Ion blockiert die Sauerstoﬀbindungsstelle im aktiven Zentrum
der Cytochrom-c-Oxidase. Im Anschluss an die Aktivitätsmessung wird Antimycin A
zugegeben, um die Komplex III-unspeziﬁsche Aktivität zu ermitteln (Abb. 11).
Komplex IV - Cytochrom c-Oxidase
Die Messung des Komplex IV erfolgte nach Wharton (Wharton u. Tzagoloﬀ 1967).
Versuchsdurchführung Die Mitochondrien (0,01mg/ml) wurden zusammen mit dem Puﬀer
(Tabelle 4) auf die 96-Well Platte pipettiert und für 3 Minuten bei 37°C inkubiert.
Anschließend wurde die Absorption bei einer Wellenlänge von 550nm gemessen. Um die
substratmotivierte Aktivität des Komplexes zu bestimmen, wurde anschließend reduziertes
Cytochrom c zugegeben und die Absorption gemessen.
Versuchsprinzip Reduziertes Cytochrom c wurde durch die reduzierende Eigenschaft des
Ascorbates hergestellt. Dabei wurde oxidiertes Cytochrom c mit Ascorbat versetzt und
somit reduziert. Um reines, reduziertes Cytochrom c zu erhalten, wurde das Cytochrom
c/Ascorbat Gemisch auf eine Säule aufgetragen, welche mit Sephadex, ein Dextran, gefüllt
war. Durch dieses Polysaccharid wurde das Ascorbat zurückgehalten und es war möglich,
das reine, reduzierte Cytochrom c aufzufangen. Das applizierte reduzierte Cytochrom
c gibt seine Elektronen an Komplex IV ab und wird somit oxidiert. Der Farbwechsel,
von der reduzierten zur oxidierten Form, wurde photometrisch bestimmt und diente der
Aktivitätsbestimmung (Abb. 12).
Abbildung 11: Bestimmung der Aktivität des
Komplexes III
Abbildung 12: Bestimmung der Aktivität des
Komplexes IV
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2.2.9 RT-PCR
Die Untersuchung der Transkription bestimmter Zielgene wurde mit der TaqMan Real-time
RT-PCR durchgeführt. Das gesamte Experiment gliedert sich in die RNA-Extraktion aus
dem zu untersuchenden Gewebe, die Reverse Transkription und die Real-time PCR.
Um Gewebe für die Untersuchung der Gen- bzw. Proteinexpression zu erhalten,
wurde eine weitere Serie Tiere operiert. Das entnommene Gewebe wurde sofort nach der
Entnahme in ﬂüssigem Stickstoﬀ gekühlt und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C
gelagert. Das Gewebe wurde unter Verwendung von ﬂüssigem Stickstoﬀ zu einem feinen
Pulver gemörsert.
RNA-Extraktion
Die RNA-Extraktion wurde mit dem kommerziell erhältlichen Qiagen RNeasy Mini Kit
durchgeführt. Hierzu wurden jeweils 20-30mg gemörsertes Muskelgewebe in 0,3 ml RLT
Puﬀer aufgenommen und für 2 x 10sec mit dem Ultraturrax T8 auf Stufe 2 homogenisiert.
Anschließend wurden 590µl H2O und 10µl Proteinase K (Qiagen) zugegeben und für 10
Minuten bei 55°C inkubiert. Nach einer Zentrifugation bei 10.000xg für 3 min wurde
der Überstand abgenommen und in ein neues Gefäß pipettiert, in dem 450µl Ethanol
vorgelegt wurden. Nachdem die Probe gut durchmischt wurde, wurde sie auf eine Säule
(RNeasy-Spin-Column) aufgetragen, die auf einem Zentrifugenröhrchen saß und für 15sec
bei 8.000xg zentrifugiert. Hierbei wurde die RNA an der Silika-Gel-Membran der Säule
adsorbiert, und die durch die Membran durchgetretene Flüssigkeit wurde verworfen. In
einem ersten Waschschritt wurden 350µl RW1-Puﬀer auf die Säule aufgetragen und für
15sec bei 8000xg zentrifugiert. Im Anschluss daran wurde auf jede Säule DNAse, gelöst in
RDD Puﬀer, pipettiert und bei Raumtemperatur für 15min inkubiert. Daraufhin folgte ein
Waschschritt mit RW1 sowie ein weiterer mit RPE Puﬀer, wobei die Säule bei 8.000xg für
15sec zentrifugiert wurde. Anschließend erfolgte noch einmal die Zugabe von RPE Puﬀer
sowie eine Zentrifugation der Säule für 1min bei 8.000xg. Die Säule wurde dann von dem
Zentrifugenröhrchen abgenommen und auf einem neuen Gefäß angebracht. Schließlich
wurden 50µl RNase-freies Wasser aufgetragen und für 1min bei 8.000xg zentrifugiert, um
die adsorbierte RNA von der Membran zu lösen. Der letzte Zentrifugationsschritt wurde
mit dem gewonnenen Eluat wiederholt, um möglichst viel RNA von der Membran zu
lösen. Direkt nach der RNA-Extraktion wurde der Nukleotid-Gehalt spektrophotometrisch
bei 260/280nm bestimmt. Alle Schritte wurden bei Raumtemperatur durchgeführt und
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das RNA-Extrakt bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. Die chemische
Zusammensetzung der verwendeten Puﬀer kann der Firmenbeschreibung entnommen
werden.
cDNA-Synthese
Um die isolierte RNA in cDNA umzuschreiben, wurde ein cDNA Synthese Kit der Firma
Fermentas (St. Leon-Rot, Germany) verwendet. Für die Synthese der cDNA wurden 2µg
isolierte RNA pro 10µl Wasser eingesetzt. Nach der Zugabe von 1µl Random Hexamer
Primer pro 10µl erfolgte eine Inkubation für 5min bei 70°C. Nach der Inkubation wurde
die Probe auf Eis gekühlt und es erfolgte pro 10µl die Zugabe von 4µl 5xReaction
Buﬀer, 1µl Ribolock Ribonuclease Inhibitor und 2µl dNTP Mix (10mM). Im Anschluss
an eine Inkubationszeit von 5min bei 25°C wurden 2µl M-MuLV Reverse Transkriptase
pro 10µl zugegeben, so dass ein Endvolumen von 20µl erreicht wurde. Es folgte ein
Inkubationsschritt bei 25°C für 10 min und anschließend ein weiterer bei 37°C für eine
Stunde. Die Reaktion wurde durch Erhitzen auf 70°C für 10min gestoppt und anschließend
auf Eis gekühlt. Die so gewonnene cDNA wurde auf 1µg/ml verdünnt und bei -20°C
aufbewahrt.
Real-Time RT-PCR
Für die Durchführung der RT-PCR wurde zunächst der PCR-Reaktionansatz hergestellt.
In Tabelle 5 sind die Zugabemengen der einzelnen Komponenten pro 10µl Reaktionsansatz
(Puﬀer + cDNA) dargestellt. Je 7,5µl PCR-Reaktionsansatz und 2,5µl cDNA wurden
in die Wells einer Mikrotiterplatte pipettiert. Die pipetierte Mikrotiterplatte wurde
anschließend bei 1000xg für 1 min zentrifugiert und in ein Sequenzierungssystem (ABI
Prism 9700 HT) eingebracht. Folgende Zyklusparameter wurden verwendet: initiale
Denaturierung und Enzymaktivierung bei 95°C für 10 Minuten, dem folgten 40 Zyklen,
welche sich aus einer Denaturierung bei 95°C für 15sec und anschließender Strangsynthese
bei 60°C für 1min zusammensetzten.
Eine Standardreihe bestehend aus 5 verschiedenen mRNA-Konzentrationen (0,08; 0,4; 2;
10; 50 ng/µl) wurde zur Quantiﬁzierung verwendet. Als Bezugsgen wurde S29 verwandt,
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Tabelle 5: PCR Reaktionsansatz









Endvolumen pro Primer 7,50µl
cDNA 2,50µl
Endvolumen 10,00µl
Primer sind synthetische Basen-Sequenzen mit einer bestimmten Anzahl an Nukleotiden.
Die Primer wurden so gewählt, dass sie antiparallel zueinander an die beiden Stränge
der DNA binden. Sie haben eine Länge von 17-27 bp mit einem (G + C)-Gehalt von
50-60 % um die speziﬁsche Anlagerung und die optimale Schmelztemperatur (50-70°C) zu
erreichen. Vorwärts- sowie Rückwärts Primer wurden mit Hilfe des Universal Probe Libary
Assay Design Center entworfen. Die Speziﬁtät der Primer wurde mit einer BLAST-Suche
(Basic linear alignment search tool) überprüft.
2.2.10 Immunoblot
Um die Expression verschiedener Proteine quantitativ nachzuweisen, wurden SDS -
Gelelektrophoresen und Western Blot Analysen durchgeführt.
Probenaufbereitung
Das zu untersuchende Gewebe wurde in ﬂüssigem Stickstoﬀ aufgeschlossen und bei -80°C
aufbewahrt bzw. direkt weiterverarbeitet. Zirka 30mg des gemörserten Gewebes wurden
in 450µl gekühlten IP-Puﬀer überführt und auf Eis aufbewahrt. Der IP-Puﬀer setzte
sich zusammen aus: 1% Triton, 20mM Tris pH 7,5, 50mM NaCl, 25mM NaF, 12,5mM
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Na4P2O7. Zusätzlich wurden pro 10ml Ansatz Phenylmethylsulfonylﬂuorid (10mg/ml),
Na3VO4 (0,02mM) sowie eine Protease-Inhibitor Tablette (complete mini) hinzugefügt.
Das überführte Gewebe wurde mit einem Dispergierwerkzeug für 1min homogenisert. Nach
einer Inkubationszeit von 15min auf Eis wurde das Homogenat bei 16.000xg zentrifugiert.
Der gewonnene Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt, das Pellet
wurde verworfen. Im Anschluss daran wurde der Proteingehalt des Überstandes bestimmt
(Methode siehe Proteinbestimmung nach Bradfort). Die weitere Probenaufarbeitung
umfasste die Aliquotierung des isolierten Proteins sowie die Zugabe des 3x Lämmli-Puﬀers.
Der Lämmli-Puﬀer setzte sich zusammen aus Ethylendiamintetraessigsäure - EDTA
(Endkonzentration 3mM), Dithiothreitol - DTT (Endkonzentration 136mM), Tris-HCl
(Endkonzentration 2,3mM), Natriumdodecylsulfat - SDS (Endkonzentration 35mM),
Glycerin (Endkonzentration 40%) sowie Bromphenolblau (Endkonzentration 2%).
SDS-Gelelektrophorese
Anhand der SDS-Gelelektrophorese wurden die zu untersuchenden Proteine auf einem
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Verwendet wurden Gradientengele der Firma BioRad mit
einem Gradientgefälle von 4-15%. Es wurde ca. 15µg Protein je Tasche geladen. Als
Molekulargewichtstandard wurden Proteinleitern von Fermentas bzw. BioRad eingesetzt.
Die Elektrophorese wurde in Laufpuﬀer (200mM Glycin, 25mM Tris, 0,1% SDS) bei 20mA,
nach der Einlaufphase bei 40mA pro Minigel durchgeführt.
Western Blot
Im Anschluss an die Elektrophorese wurden die Proteine mittels einer Trans-Blot Semi-Dry
Transfer Cell auf eine PVDF-Membran (Polyvinylidenﬂuorid) übertragen. Dazu wurde ein
Transferpuﬀer (200mM Glycin; 25mM Tris; 0,1% SDS; 20% Methanol) verwandt und eine
Stromstärke von 37mA pro Blot für 2 Stunden angelegt. Um zu testen, ob die Proteine
vollständig aus dem Gel transferiert wurden, wurde das geblottete Gel mit 0,05% iger
Coomassie-Lösung angefärbt.
Die Membran wurde für 2 Stunden bei Raumtemperatur in 5% Milchpulver in TBS-T
(150mM NaCl; 50mM Tris; 0,1% Triton; pH 8,0) geblockt. Nachdem die Membran 3 x
für je 10min mit TBS-T gewaschen wurde, erfolgte bei 4°C über Nacht die Inkubation
der Membran mit dem primären Antikörper (Mitoscience MS604 Total OXPHOS,
1:500). Anschließend erfolgten 3 Waschschritte mit TBS-T für je 10min. Entsprechend
des Primärantikörpers wurde der Sekundärantikörper gewählt (Amersham Pharmacia
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NXA931). Dieser wurde in TBS-T verdünnt (1:40000) und die Membran darin für 2h bei
Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss daran folgten 3 Waschschritte für je 10min mit
TBS-T.
Die Detektion der peroxidasegekoppelten Antikörper erfolgte mittels
Elektrochemilumineszenz. Dazu wurden die Reagenzien A (100mM Tris; 2,5mM Luminol;
0,4mM Kumarinsäure) und B (100mM Tris; 1,5% H2O2) im Verhältnis 1:1 gemischt und
die Membran für 20sec darin inkubiert.
2.2.11 Blau-Native Gelelektrophorese
Die Blau-Native Gelelektrophorese, auch BN-PAGE genannt, wurde nach dem Protokoll
von Wittig et al. (Wittig et al. 2006) durchgeführt. Sie dient der nativen Isolierung großer
Proteinkomplexe aus biologischen Membranen und Gewebehomogenaten und kann in einer
denaturierenden 2. Dimension fortgeführt werden, um den Aufbau von Proteinkomplexen
zu untersuchen.
Da in dieser Arbeit membrangebundene Proteine aus Mitochondrien untersucht werden
sollten, wurden die Proteine aus den zuvor isolierten Mitochondrien (siehe Isolation
von Mitochondrien) aufbereitet. Hierzu wurden 400µg mitochondriales Protein mit 40µl
Solubilisationspuﬀer (50mM NaCl, 50mM Imidazole, 2mM 6-Aminohexanoic acid, 1mM
EDTA; pH 7) versetzt und mit einem Spatel gut durchmischt. Anschließend wurde
Digitonin als Detergenz im Verhältnis 6 g/g (g Digitonin/g Protein) zugegeben und
auf Eis für 20 min inkubiert. Digitonin wird als nichtionische Detergenz verwendet
um die mitochondriale Membran aufzulösen und die Isolierung der Proteinkomplexe
zu ermöglichen. Im Anschluss an die Inkubation erfolgte ein Zentrifugationsschritt bei
50.000xg für 10 min. Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und
das Pellet verworfen. Glycerol (50%) und Coomassie Blue Lösung (5%), im Verhältnis
Detergenz/Färbemittel 8 zu 1, wurden zum Überstand zugegeben und anschließend bei
-80°C aufbewahrt. Coomassie Blue ist in Wasser löslich, kann aber auch auf Grund
seiner hydrophoben Eigenschaft an Membranproteine binden. Die Bindung von vielen
Farbstoﬀmolekülen erzwingt eine Ladungsänderung am Protein.
Die Proteine werden nicht nach ihrem Verhältnis Ladung zu Masse aufgetrennt, sondern
nach ihrer Größe. Die Proteinmigration nimmt graduell mit der zurückgelegten Laufdistanz
und der abnehmenden Porengröße des Gradientengeles ab.
Für die Gelelektrophorese wurden vorgefertigte Gradientengele von Serva (3-12%)
verwendet. Diese wurden zusammen mit einer Serva Gelelektrophoreseeinheit (Blue
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vertical 101) verwendet. Die Elektrophoresekammer wurde mit Kathodenpuﬀer B (50mM
Tricin, 7,5mM Imidazol, 0,02% Coomassie blue; pH 7,0) sowie Anodenpuﬀer (25mM
Imidazol; pH 7,0) befüllt. Nach dem Beladen des Gels mit den aufbereiteten Proteinen,
wurde die Elektrophorese gestartet. Da keine denaturierenden Stoﬀe, wie SDS, der
Elektrophorese zugefügt wurden, sollten alle Proteinkomplexe erhalten bleiben. Nachdem
die Lauﬀront etwa 1/3 der Laufdistanz zurückgelegt hatte, wurde der Kathodenpuﬀer B
durch Kathodenpuﬀer B/10 (50mM Tricin, 7,5mM Imidazol, 0,002% Coomassie blue; pH
7,0) ersetzt. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel mit 10%iger Essigsäure
entfärbt und ausgewertet.
2.2.12 Durchﬂusszytometrie
Das Prinzip der Durchﬂusszytometrie beruht auf der Streuung und Reﬂektion von optischen
Signalen, wenn Partikel einen Laserstrahl passieren. Hierbei werden die in einer Lösung
beﬁndlichen Partikel mittels einer Kapillare im Sensormodul einzeln an einem Laserstrahl
vorbei geleitet. Die Partikel streuen einen Teil des Lichtes, welches mittels Detektoren
nachgewiesen wird. Die Menge des gestreuten Lichts korreliert mit der Größe des Partikels
und seiner Komplexität. Das Vorwärtsstreulicht ist ein Maß für die Beugung des Lichts im
ﬂachen Winkel und hängt vom Volumen des Partikels ab. Das Seitwärtsstreulicht ist ein
Maß für die Brechung des Lichts im rechten Winkel, die von der Komplexität des Partikels
beeinﬂusst wird (Dabkowski et al. 2009).
Um die Beschaﬀenheit der Mitochondrien bestimmen zu können, wurden diese isoliert
(siehe Abschnitt Isolation der Mitochondrien) und mit KME-Puﬀer verdünnt. Nach
der Messung der optischen Signale erfolgte die Auswertung der Daten mittels eines
Punktwolkediagrammes, indem Vorwärts- und Seitwärtsstreulicht als Ordinate und
Abszisse aufgetragen wurden.
2.2.13 Statistische Auswertung
Die Ergebnisse sind als Mittelwert ± Standardfehler (Standard error of the mean - SEM)
angegeben. Nach Prüfung der Normalverteilung wurde ein zweiseitiger Student-t-Test für
den Vergleich Sham zu TAC verwand. Bei der Bestimmung der Durchﬂusszytometrie
wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse durchgeführt. Diese wurde mit dem Holm-Sidak
Test als Post-hoc-Test kombiniert. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde als
signiﬁkant angenommen.
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Tabelle 6: Nukleotidsequenzen der entworfenen Forward und Reverse Primer
Gen Prime Nukleotidsequenz
PGC-1α Forward CTG CGG GAT GAT GGA GAC A
Reverse GCG AAA GCG TCA CAG GTG TAA
Sonde 6-FAM-CTA TGG TTT CAT CAC CTA CC-MGB
PGC-1β Forward GCC CTG ATG ATT CCG AGT TC
Reverse TTG GTA AGC GCA GCC AAG A
Sonde 6-FAM-TGA CAG TGA GAA TGA AGC T-TAMRA
NRF-1 Forward GAA GAT CAG CAG ACA CAA ACT CA
Reverse TGC CCC AGT ACC AAC CTG
Sonde #39
NRF-2 Forward TCC AGC ATC AGT GCC TTC TG
Reverse TAG CTG CCT TTG CGC TAC TGT
Sonde 6-FAM-TAC GCC GAC TAC TAT TAA G-MGB
ERRα Forward CCT GGT CTG TGG GGA TGT
Reverse GGA CAG CTG TAC TCG ATG CTC
Sonde #50
Komplex I Forward GGA TGA TCG GAC CTT TCA CA
Reverse GAC GGT CGT GTA ATT CAG CA
Sonde #89
Komplex II Forward CCA AGG GTC TGA ATC CAG GAA
Reverse TCT CCT TGT AGG TCG CCA TCA
Sonde 6-FAM-CAA TTG CAG AAA TCA A-MGB
Komplex III Forward AAG ATC ACC CGT GGA ATT GA
Reverse TTC CCT TGT TGC AGT CAC AC
Sonde #119
Komplex IV Forward GCC TTT CCA GGG ATG AGA AAG
Reverse TCT CAG CGA AGC TCT CGT TAA A
Sonde 6-FAM-CCA ATT GTA CCG CAT CC-MGB
Komplex V Forward TGC ATG GAC TGA GGA ACG
Reverse CCA AGT TCA GGG ACA TAC CC
Sonde #73
ANT 1 Forward GTA GGA TGA TGA TGC AGT CTG G





Im nachfolgendem Ergebnisteil werden die Tiere die eine Aortenstenose erhalten haben, als
TAC Tiere bezeichnet und Tiere, die einer Scheinoperation unterzogen wurden, als Sham
Tiere. Die operierten Tiere, TAC sowie Sham, wurden zu den deﬁnierten Zeitpunkten
(2, 6, 10 Wochen) willkürlich ausgewählt und für die jeweiligen Versuche verwendet.
Um eine systolische Dysfunktion festzustellen, wurde ab der 12. postoperativen Woche
wöchentlich eine Ultraschalluntersuchung durchgeführt. Eine systolische Dysfunktion des
Herzens wurde deﬁniert als eine Verkürzungsfraktion (Fractional Shortening) unter 30%.
Diese Störung der kardialen Kontraktilität des Herzens trat innerhalb der 15. bis 25.
postoperativen Woche auf (MW 20 Wochen).
3.1 Morphometrische Parameter
Die Aortenzügelung wurde von den Tieren gut toleriert. Es bestand eine perioperative
Sterblichkeitsrate von 5%. Zu jedem Untersuchungszeitpunkt wurden die Tiere gewogen
sowie die Organgewichte von Herz, Lunge und Leber bestimmt. In Tabelle 7 sind die
absoluten Gewichte sowie die Länge der Tibia aufgelistet. In Abbildung 13 sind die Herz-,
Ventrikel-, Lungen- und Lebergewichte, bezogen auf das Körpergewicht, dargestellt. Das
Körpergewicht der TAC- und der Sham Tiere war zu keinem Untersuchungszeitpunkt
voneinander verschieden. Auch die Tibialänge, als Altersmarker, wies keine Unterschiede
zwischen den beiden Gruppen auf. Dies lässt darauf schließen, dass die Aortenstenose keine
Wachstumsbeeinträchtigung nach sich zog. Ein Bezug der absoluten Parameter (Herz-,
Ventrikel-, Leber- und Lungengewicht) auf die Tibialänge erbrachte die gleichen Ergebnisse
wie der Bezug auf das Körpergewicht.
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Das absolute Herzgewicht (Tab.: 7) sowie das Verhältnis Herzgewicht zu Körpergewicht
(Abb.: 13 A)) waren bereits nach 2 Wochen Drucküberlastung signiﬁkant erhöht. Diese
Erhöhung blieb für den gesamten Untersuchungszeitraum bestehen. Des Weiteren zeigte
auch das Verhältnis Ventrikelgewicht zu Körpergewicht (Abb.: 13 B)) eine signiﬁkante
Erhöhung ab der 2. postoperativen Woche. In Abbildung 13 C) ist das relative
Lungengewicht in Bezug auf das Körpergewicht abgebildet. Ab der 6. postoperativenWoche
zeigte sich eine signiﬁkante Erhöhung dieses Verhältnisses. Auch das absolute Gewicht der
Lunge folgte diesem Trend. Das Verhältnis Lebergewicht zu Körpergewicht (Abb.: 13 D))
sowie das absolute Lebergewicht (Tab.: 7) blieben über den gesamten Versuchszeitraum
unverändert. Das erhöhte Lungengewicht sowie das unveränderte Lebergewicht deuten auf
eine sich entwickelnde Linksherzinsuﬃzienz hin.
Etwa 15% der nach 6 Wochen untersuchten TAC Tiere wiesen Pleuraergüsse auf. Dieser
Anteil erhöhte sich mit zunehmender Dauer der Drucküberlastung. Nach 10 Wochen litten
zirka 33% und nach 20 Wochen mehr als 75% der operierten TAC Tiere an Pleuraergüssen.
3.2 Echokardiograﬁsche Parameter
Zu den gewählten Zeitpunkten wurde zunächst die systolische Funktion der Tiere ermittelt
und im Anschluss daran die diastolische Funktion. Die systolische Funktion gibt Auskunft
über die Kontraktilität und die Auswurﬂeistung des Ventrikels. Die diastolische Funktion
lässt eine Beurteilung der linksventrikulären Füllung zu. Die gemessenen Parameter sind
in Tabelle 8 und in Abbildung 15 dargestellt.
Die Aortenkonstriktion hatte keinen wesentlichen Einﬂuss auf die Herzrate. Mit
zunehmenden Alter nahm die Herzrate in beiden Gruppen ab (Tab. 8). Bereits 2 Wochen
nach Induktion der Aortenkonstriktion konnte eine deutliche Hypertrophie des linken
Ventrikels festgestellt werden. Dies ist gezeigt anhand der Gesamtwanddicke (Abb. 15 A))
sowie der Hinterwand- und Vorderwanddicke (Tab. 8). Die Hypertrophie blieb während
des gesamten Untersuchungszeitraumes bestehen. Der Durchmesser des linken Ventrikels
(LVEDD) war in den TAC Tieren zum 2W-Zeitpunkt stark verringert, ein Anzeichen
für das Entstehen einer konzentrischen Hypertrophie (Abb. 15 B)). Nach 20 Wochen
kardialer Drucküberlastung konnte eine Dilatation des linken Ventrikels anhand einer
Zunahme des linksventrikulären Durchmessers gezeigt werden. Die Kontraktilität des linken































































































































































































































































































































































































Abbildung 13: Relative Herz-, Ventrikel-, Lungen- und Lebergewichte von Sham (weiße Balken) und TAC
(schwarze Balken) Tieren nach 2, 6, 10 und 20 Wochen (W) kardialer Drucküberlastung; A)
Herz-zu-Körpergewicht; B) Ventrikel-zu-Körpergewicht; C) Lungen-zu-Körpergewicht; D)
Leber-zu-Körpergewicht; Mittelwert ± SEM; ***p < 0,001 vs. Sham
(Abb. 15 C)) beurteilt werden. Zum 2W-Zeitpunkt war die Kontraktilität des linken
Ventrikels in den TAC Tieren deutlich erhöht. Während die Kontraktilität in den Sham
Tieren innerhalb des Untersuchungszeitraumes konstant blieb, nahm sie in den TAC
Tieren ab der 2. postoperativen Woche deutlich ab. Nach durchschnittlich 20 Wochen
sank die Verkürzungsfraktion (Fractional Shortening) auf unter 30%, dies entspricht laut
Deﬁnition einer systolischen Dysfunktion. Mittels Pulsed-Wave- und Tissue-Doppler wurde
die Einstromgeschwindigkeit des Blutes durch die Mitralklappe in den linken Ventrikel
sowie die Ventrikelbewegung am septalen Mitralanulus gemessen. In Tabelle 8 sind die
einzelnen Parameter aufgelistet. Ab der 6. postoperativen Woche veränderte sich die
diastolische Funktion, indem die Geschwindigkeit des passiven Einstroms (E) zunahm,
während die Geschwindigkeit des aktiven Einstroms (A) abnahm. Auch im Tissue-Doppler
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konnte diese Entwicklung verfolgt werden. Ab dem 6W-Zeitpunkt verringerte sich die
Myokardbewegung während des passiven (E') und des aktiven (A') Einstromes. Um die
diastolische Funktion besser beurteilen zu können, werden bestimmte Verhältnisse einzelner
Parameter zueinander betrachtet. So zeigen die Verhältnisse E/E' (Tab. 8), E/A und
E/DT (Abb. 15 D)+E)), dass bereits ab der 6. postoperativen Woche eine deutliche
Veränderung der diastolischen Funktion vorlag. Zur Beurteilung der diastolischen Funktion
sollten Druckverhältnisse hinzugezogen werden. Die Doppler-Echokardiographie ist aber
nur in der Lage Geschwindigkeiten zu messen. Nur durch die Anwendung einer Gleichung,
wie zum Beispiel der Nagueh-Formel (1,9 + (1,24*E/E') = PCWP), ist es möglich,
einen Druckgradienten abzuschätzen. In Abbildung (Abb. 15 F)) ist der Verschlussdruck,
berechnet nach der Nagueh-Formel, dargestellt. Auch dieser Parameter zeigt eine deutliche
Zunahme ab der 6. postoperativen Woche.
In Abbildung 14 sind Aufnahmen der echokardiograﬁschen Untersuchung exemplarisch
gezeigt, anhand derer sich die morphologischen Veränderungen im Herzen nachvollziehen
lassen. Im linken Bild ist die echokardiograﬁsche Aufnahme eines Kontrolltieres zu sehen.
Die Wanddicke sowie der Durchmesser des Ventrikels sind unauﬀällig. Im mittleren Bild ist
die Wanddicke stark erhöht, dies spricht für eine ausgeprägte Hypertrophie des Ventrikels.
Im rechten Bild ist die echokardiograﬁsche Aufnahme eines insuﬃzienten Herzens zu sehen.
Die Wand ist weiterhin verdickt, jedoch ist der Durchmesser des Ventrikels stark vergrößert.
Des Weiteren ist die Kontraktilität des Herzens stark vermindert.
Abbildung 14: Repräsentative Schnitte der kurzen Achse des linken Ventrikels im transthorakalen

































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Abbildung 15: Echokardiograﬁsche Parameter von Sham (weiße Balken) und TAC (schwarze Balken)
Tieren nach 2, 6, 10 und 20 Wochen (W) kardialer Drucküberlastung; A) Wanddicke; B) LVEDD -
Linksventrikulärer Enddiastolischer Durchmesser; C) Fractional Shortening; D) E/A - Verhältnis von E
zu A Welle; E) E/DT - Verhältnis E zu DT; F) PCWP - Verschlussdruck; Mittelwert ± SEM; ***p <
0,001 **p < 0,01 *p < 0,05 vs. Sham
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3.3 Morphometrie der Skelettmuskulatur
Im Menschen und auch in einigen Tiermodellen wurde begleitend zu einer Herzinsuﬃzienz
eine Atrophie der Skeletmuskulatur gezeigt. In Tabelle 9 sind die absoluten Muskelgewichte
des Gastrocnemius und des Soleus Muskels nach 2, 6, 10 und 20 Wochen kardialer
Drucküberlastung gezeigt. Eine Erniedrigung des absoluten Muskelgewichtes, welches auf
eine Atrophie hinweisen würde, wurde zu keinem Untersuchungszeitpunkt festgestellt.
Weiterhin wurde das relative Muskelgewicht in Form des Atrophieindexes ermittelt.
Eine Abnahme dieses Indexes würde für einen Schwund an Muskelmasse sprechen, eine
Erhöhung für eine Hypertrophierung des Muskels. Abbildung 16 zeigt den errechneten
Atrophieindex für den Gastrocnemius Muskel (A) und den Soleus Muskel (B). Nach
6 Wochen Drucküberlastung wies der Gastrocnemius eine Abnahme an Muskelmasse
und der Soleus eine Zunahme an Masse, im Vergleich zur Kontrolle, auf. Die
anderen Zeitpunkte waren unverändert. Um die Möglichkeit auszuschließen, dass ein
Oedem eine mögliche Atrophie maskiert, wurde das Verhältnis Feucht-zu-Trockengewicht
(Tab.: 9) bestimmt. Eine Erhöhung des Wertes im Vergleich zur Kontrolle, würde
für eine Wassereinlagerung in den unteren Extremitäten sprechen. Jedoch zeigte das
Verhältnis Feucht-zu-Trockengewicht keine eindeutigen Veränderungen, somit ist eine
Wassereinlagerung in den unteren Extremitäten als unwahrscheinlich anzunehmen.
Abbildung 16: Verhältnis Muskelgewicht-zu-Körpergewicht - Atrophieindex im Gastrocnemius (A) und
Soleus (B) in Sham (weiße Balken) und TAC (schwarze Balken) Tieren nach 2, 6, 10 und 20 Wochen (W)
kardialer Drucküberlastung; Mittelwert ± SEM; **p < 0,01 vs. Sham
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Tabelle 9: Absolute Muskelgewichte und das Verhältnis Feucht-zu-Trockengewicht
Gastrocnemius Soleus
Sham TAC Sham TAC
2 W Gewicht [mg] 777 ± 50,3 649 ± 12,6 92,1 ± 4,01 91,2 ± 6,44
6 W Gewicht [mg] 1446 ± 43,7 1257 ± 189 161 ± 8,82 217 ± 9,51 
10W Gewicht [mg] 2332 ± 167 1987 ± 166 273 ± 13,1 258 ± 10,4
20W Gewicht [mg] 2395 ± 162 2330 ± 184 329 ± 7,85 316 ± 16,4
2 W F/T 4,76 ± 0,04 4,72 ± 0,14 4,81 ± 0,11 4,75 ± 0,11
6 W F/T 5,03 ± 0,19 4,38 ± 0,09  7,02 ± 0,79 5,68 ± 0,52
10W F/T 4,44 ± 0,10 4,29 ± 0,08 4,45 ± 0,08 5,33 ± 0,55
20W F/T 4,36 ± 0,06 4,27 ± 0,04 4,16 ± 0,10 4,32 ± 0,23
Mittelwert ± SEM; p < 0,05; p < 0,001 vs. Sham
F/T - Verhältnis Feucht-zu-Trockengewicht; W - Wochen
3.4 Mitochondriale Funktion
3.4.1 Gehalt an mitochondrialem Protein
Der Proteingehalt wurde im Homogenat sowie in den isolierten Mitochondrien
bestimmt. In Tabelle 10 sind die Proteinmengen des Homogenates sowie der isolierten
Mitochondrienpopulationen für das Herz sowie beide Skelettmuskel angegeben. Der
Proteingehalt wird in mg/ml angegeben, dies bezieht sich auf den Proteingehalt in mg pro
ml Homogenat bzw. isolierter Mitochondrien. Der Proteingehalt im Homogenat des Herzens
war zu den Untersuchungszeitpunkten 2, 6 und 10 Wochen unverändert, zum Zeitpunkt 20
Wochen, im Vergleich zur Kontrolle, leicht erniedrigt. In den isolierten Mitochondrien des
Herzens zeigten sich keine Unterschiede im Proteingehalt.
Im Homogenat des Gastrocnemius und des Soleus Muskels sowie in den isolierten
Mitochondrien des Soleus war der Proteingehalt unverändert. In den isolierten
Mitochondrien des Gastrocnemius war nach 10 Wochen eine Reduktion zu sehen, welche









































































































































































































































































































































































































































































































































































































Die Citratsynthase (CS) ist ein Enzym, welches die Kondensation von Oxalacetat mit
Acetyl-CoA zu Citrat katalysiert. Da die CS nur in den Mitochondrien lokalisiert ist,
gilt sie als das mitochondriale Leitenzym. Eine Einheit (1 Unit) Citratsynthase-Aktivität
entsprach unter Versuchsbedingungen einem Umsatz von 1 µmol Acetyl-CoA/min.
In Tabelle 11 ist die Gesamt-Citratsynthase-Aktivität im Homogenat sowie in den
isolierten Mitochondrien angegeben. Die Gesamtaktivität der CS setzt sich aus der freien
und der latenten CS zusammen.
Im Homogenat des Herzes war die CS-Aktivität nach 2 und 20 Wochen
kardialer Drucküberlastung signiﬁkant erniedrigt. An den dazwischen liegenden
Untersuchungszeitpunkten war sie unverändert im Vergleich zur Kontrolle. In den isolierten
IFM des Herzens unterschied sich die CS-Aktivität zu keinem Untersuchungszeitpunkt
von den Sham Tieren. Die SSM des Herzens zeigten zu Beginn (2W) eine signiﬁkante
Erniedrigung der CS-Aktivität, ab der 6. postoperativen Woche jedoch eine deutliche
Erhöhung der CS-Aktivität, welche sich bis in die kontraktile Dysfunktion fortsetzte.
Die Citratsynthase-Aktivität im Gastrocnemius war zu jedem Untersuchungszeitpunkt
gegenüber der Kontrolle erniedrigt. Dies äußerte sich sowohl im Homogenat als auch in
den isolierten Mitochondrien. Im Homogenat zeigte sich eine signiﬁkante Erniedrigung
nach 2, 6 und 20 Wochen, in den isolierten Mitochondrien nach 2, 10 und 20 Wochen.
Im Homogenat des Soleus Muskels war die CS-Aktivität deutlich nach 2 und 20 Wochen
kardialer Drucküberlastung reduziert. Zu den anderen untersuchten Zeitpunkten sowie in

















































































































































































































































































































































































































































































































































































































Die mitochondriale Ausbeute gibt wieder, wie viel der eingesetzten Mitochondrien im
Homogenat am Ende getrennt isoliert werden konnten. Verfahrensschwankungen würden
hier sehr deutlich auﬀallen und sich in einer verringerten Ausbeute widerspiegeln.
Die mitochondriale Ausbeute wurde mittels der Citratsysnthase ermittelt. Errechnet
wurde der prozentuale Anteil der eingesetzten Citratsynthase Aktivität im Homogenat,
welcher in den isolierten Mitochondrien wiedergefunden wurde. Abbildung 17 zeigt die
mitochondriale Ausbeute im Herz- und Skelettmuskel. Die dargestellte mitochondriale
Gesamtausbeute repräsentiert die Summe der einzelnen Ausbeuten der getrennt isolierten
mitochondrialen Populationen (IFM + SSM). Die mitochondriale Ausbeute im Herzen
war nach 2 und 6 Wochen Aortenzügelung signiﬁkant erhöht, im Vergleich zu den
Sham Tieren. Zu den Untersuchungszeitpunkten 10 und 20 Wochen ließen sich jedoch
keine Veränderungen bezüglich der Ausbeute im Herzmuskel feststellen. Die errechneten
Ausbeuten für den Gastrocnemiusmuskel sowie den Soleusmuskel unterschieden sich zu
keinem Untersuchungszeitpunkt zwischen Sham und TAC Tieren. Die Ausbeuten blieben
auch im Zeitverlauf annähernd gleich.
3.4.4 Citratsynthase-Quotient
Tabelle 12 zeigt den Citratsynthase-Quotienten (CSR) für die isolierten Mitochondrien des
Herzens, des Gastrocnemius und des Soleus Muskels. Der CSR wird aus der latenten und
der freien Citratsynthase berechnet und dient als Marker für die strukturelle Integrität
der Mitochondrien. Einzig die IFM des Herzens zeigten nach 20 Wochen kardialer
Drucküberlastung eine Verminderung des CSR. Alle anderen Werte sind gegenüber der
Kontrolle unverändert. Demnach wurde die Integrität der mitochondrialen Membran in
den isolierten Mitochondrien des Herzmuskels durch eine kardiale Drucküberlastung nur
gering beeinﬂusst. Im Skelettmuskel zeigte sich keine Veränderung in der mitochondrialen
Intigrität in den isolierten Mitochondrien.
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Abbildung 17: Mitochondriale Ausbeute des Herzens (A), des Gastrocnemius (B) und des Soleus (C)
Muskels in Sham (weiße Balken) und TAC (schwarze Balken) Tieren nach 2, 6, 10 und 20 Wochen (W)
kardialer Drucküberlastung. Mittelwert ± SEM; ** p < 0,01
Tabelle 12: Citratsynthase-Quotient isolierter Mitochondrien nach 2, 6, 10 und 20 Wochen kardialer
Drucküberlastung
Herz Gastrocnemius Soleus
IFM SSM IFM SSM IFM/SSM
2 W
Sham 12,2 ± 1,87 5,42 ± 0,57 8,87 ± 0,45 5,39 ± 0,36 7,28 ± 1,10
TAC 9,88 ± 1,19 5,89 ± 0,82 10,3 ± 0,97 5,45 ± 0,51 9,51 ± 0,89
6 W
Sham 10,7 ± 2,47 7,05 ± 1,18 10,9 ± 1,39 6,03 ± 0,48 5,98 ± 1,17
TAC 7,53 ± 1,37 4,68 ± 0,50 9,43 ± 0,87 4,80 ± 0,33  7,35 ± 0,60
10 W
Sham 12,1 ± 1,51 7,85 ± 1,14 14,5 ± 1,00 7,44 ± 0,49 9,35 ± 0,75
TAC 13,2 ± 0,75 9,13 ± 0,73 16,3 ± 0,85 7,85 ± 0,39 11,7 ± 1,04
20 W
Sham 12,9 ± 0,75 8,61 ± 0,73 13,8 ± 0,59 6,84 ± 0,42 10,9 ± 0,90
TAC 9,07 ± 0,96  7,46 ± 0,93 12,1 ± 0,70 6,41 ± 0,53 11,0 ± 1,57
Mittelwert ± SEM; p < 0,05 vs. Sham
IFM - Interﬁbrilläre Mitochondrien; SSM - Subsarkolemmale Mitochondrien; W - Wochen
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3.4.5 Respiratorische Kapazität isolierter Mitochondrien
Die Bestimmung der respiratorischen Kapazität umfasst die Erfassung folgender
Parameter:
maximale Atmung - State 3 Atmung (ADP stimuliert)
entkoppelte Atmung - DNP Atmung (DNP stimuliert)
basale Atmung - State 4 Atmung (ADP limitiert)
ADP/O Quotient
State 3 Atmung isolierter Mitochondrien
Die folgenden Abbildungen zeigen die maximale respiratorische Kapazität (State 3
Atmung) isolierter Mitochondrien des Herzens sowie der beiden Skelettmuskel. Zu jedem
Untersuchungszeitpunkt wurde die respiratorische Kapazität mit 4 Substraten untersucht
(Glu - Glutamat; Pyr - Pyruvat/Malat; PC - Palmitoylcarnitin/Malat; Succ - Succinat).
Abbildung 18 zeigt die maximale respiratorische Kapazität isolierter interﬁbrillärer
(linke Spalte) sowie subsarkolemmaler (rechte Spalte) Mitochondrien des Herzens. Zwei
Wochen nach Induktion der Drucküberlastung zeigte sich eine deutliche Erhöhung der
respiratorischen Kapazität in den interﬁbrillären Mitochondrien der TAC Tiere gegenüber
den Sham Tieren. Diese signiﬁkante Erhöhung zeigte sich mit allen vier Substraten. Im
Gegensatz zu den IFM war in den subsarkolemmalen Mitochondrien des Herzens 2 Wochen
nach Induktion der Aortenstenose nur ein leichter Anstieg der State 3 Atmung zu sehen.
Erst nach 6 Wochen Drucküberlastung zeigte sich eine signiﬁkante Erhöhung der State 3
Atmung in den SSM. Dieser Anstieg war mit allen untersuchten Substraten zu sehen. In
den IFM blieb die State 3 Atmung weiterhin erhöht. Nach 10 Wochen Drucküberlastung
zeigte sich eine Normalisierung der State 3 Atmung in beiden Populationen. Lediglich
mit dem Substrat Palmitoylcarnitin zeigte sich eine signiﬁkante Verringerung der State 3
Atmung in den IFM im Vergleich zu den Sham Tieren. Mit dem Auftreten der kontraktilen
Dysfunktion zeigte sich in beiden mitochondrialen Population des Herzen eine deutliche
Reduktion der State 3 Atmung mit Komplex I Substraten. Die State 3 Atmung mit dem
Komplex II Substrat Succinat blieb unverändert.
In Abbildung 19 ist die maximale respiratorische Kapazität der interﬁbrillären (linke
Spalte) und subsarkolemmalen (rechte Spalte) Mitochondrien des Gastrocnemius
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Muskels dargestellt. Zum ersten Untersuchungszeitpunkt, 2 Wochen nach Induktion
der Aortenstenose, waren keine Veränderungen in der respiratorischen Kapazität im
Skelettmuskel zu ﬁnden. Nach 6 Wochen zeigte sich mit den Substraten Glutamat und
Pyruvat eine signiﬁkante Erhöhung der State 3 Atmung in den IFM und mit allen
gemessenen Substraten eine signiﬁkante Erhöhung der State 3 Atmung in den SSM. Nach
10 Wochen kardialer Drucküberlastung war die maximale respiratorische Kapazität in den
IFM des Gastrocnemius signiﬁkant erniedrigt, diese Tendenz setzte sich zum Zeitpunkt der
kontraktilen Dysfunktion weiter fort. In den SSM normalisierte sich die State 3 Atmung
nach 10 Wochen, lediglich mit dem Substrat Succinat war sie leicht erniedrigt. 20 Wochen
nach Aortenstenose war die respiratorische Kapazität in den IFM um mehr als 50%
reduziert. Dies zeigte sich sowohl mit den Komplex I Substraten Glutamat, Pyruvat und
Palmitoylcarnitin, als auch mit dem Komplex II Substrat Succinat. In den SSM zeigte sich
auch ein deutlicher Rückgang der respiratorischen Kapaziät. Signiﬁkant ausgeprägt war
diese Erniedrigung mit den Substraten Glutamat und Palmitoylcarnitin. Etwas schwächer
war die State 3 Atmung mit dem Substrat Pyruvat erniedrigt. Mit dem Substrat Succinat
hingegen zeigte sich keine Beeinträchtigung der respiratorischen Kapazität.
Die Abbildung 20 zeigt die respiratorische Kapazität der Mitochondrien des Soleus
Muskels. Im Gegensatz zum Gastrocnemius war in den Mitochondrien des Soleus
bereits nach 2 Wochen kardialer Drucküberlastung eine deutliche Veränderung in der
Atmungskapazität zu beobachten. Mit allen vier untersuchten Substraten zeichnete
sich eine Zunahme der State 3 Atmung um mehr als das Dreifache ab. Auch zum
Untersuchungszeitpunkt 6 Wochen blieb diese Erhöhung weiterhin bestehen, nahm mit
den Substraten Glutamat, Pyruvat und Palmitoylcarnitin zudem noch deutlich zu. Nach
10 Wochen normalisierte sich das Verhältnis der Atmungskapazität zwischen Sham und
TAC Tieren. Zum Zeitpunkt der kontraktilen Dysfunktion des Herzens nahm die maximale
respiratorische Kapazität in den Mitochondrien des Soleus stark ab. Signiﬁkant reduziert
war dies mit den Substraten Glutamat sowie Palmitoylcarnitin, deutlich jedoch nicht
signiﬁkant mit dem Substrat Pyruvat. Mit dem Komplex II Substrat Succinat ließ sich
keine Veränderung in der State 3 Atmung zwischen Sham und TAC Tieren feststellen.
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Abbildung 18: Maximale respiratorische Kapazität (State 3 Atmung) isolierter Mitochondrien des
Herzens nach 2, 6, 10 und 20 Wochen kardialer Drucküberlastung (TAC - schwarze Balken) im Vergleich
zu Kontrolltieren (Sham - weiße Balken). Die State 3 Atmung wurde durch die Gabe von ADP induziert,
in Gegenwart von Glutamat (Glu), Pyruvat/Malat (Pyr), Palmitoylcarnitin/Malat (PC) und Succinat
(Succ) als Substrat. (Mittelwert ± SEM; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001)
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Abbildung 19: Maximale respiratorische Kapazität (State 3 Atmung) isolierter Mitochondrien des
Gastrocnemius Muskels nach 2, 6, 10 und 20 Wochen kardialer Drucküberlastung (TAC - schwarze
Balken) im Vergleich zu Kontrolltieren (Sham - weiße Balken). Die State 3 Atmung wurde durch die Gabe
von ADP induziert, in Gegenwart von Glutamat (Glu), Pyruvat/Malat (Pyr), Palmitoylcarnitin/Malat
(PC) und Succinat (Succ) als Substrat. (Mittelwert ± SEM; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001)
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Abbildung 20: Maximale respiratorische Kapazität (State 3 Atmung) isolierter Mitochondrien des Soleus
Muskels nach 2, 6, 10 und 20 Wochen kardialer Drucküberlastung (TAC - schwarze Balken) im Vergleich
zu Kontrolltieren (Sham - weiße Balken). Die State 3 Atmung wurde durch die Gabe von ADP induziert,
in Gegenwart von Glutamat (Glu), Pyruvat/Malat (Pyr), Palmitoylcarnitin/Malat (PC) und Succinat
(Succ) als Substrat. (Mittelwert ± SEM; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001)
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State 3 Atmung entkoppelter Mitochondrien
In den Abbildungen 21 sowie 22 ist die entkoppelte Atmung unter Gabe von
2,4-Dinitrophenol (DNP) zu betrachten. Mittels des Entkopplers DNP wurde der
Protonengradient an der Mitochondrienmembran zerstört und somit die Atmung
unabhängig von der Funktion der ATP-Synthase und anderer Faktoren bestimmt.
Abbildung 21 zeigt die entkoppelte Atmung mit dem Substrat Glutamat, Abbildung
22 mit dem Substrat Succinat. Somit wurden je ein Komplex I und ein Komplex II
Substrat untersucht. Die entkoppelte Atmung mit DNP zeigte in allen untersuchten
mitochondrialen Population einen ähnlichen Verlauf wie zuvor in der State 3 Atmung
beschrieben wurde.
Die 1. Spalte der Abbildung 21 zeigt die entkoppelte Atmung der kardialen Mitochondrien
(IFM, SSM) mit dem Substrat Glutamat. Auf einen initialen Anstieg folgte eine
Normalisierung der Atmung zum Zeitpunkt 10 Wochen, danach ﬁel die DNP-Atmung
im Vergleich zur Kontrolle signiﬁkant ab. Mit dem Substrat Succinat (Abb. 22) ergaben
sich keine Veränderungen in der Atmungskapazität bei den IFM und lediglich ein leichter
Anstieg im Vergleich zur Kontrolle zum 6 Wochen Zeitpunkt in den SSM.
Die Mitochondrien des Gastrocnemius zeigten mit Glutamat als Substrat einen
initialen Anstieg zum Zeitpunkt 2 und 6 Wochen sowie eine deutliche Reduktion
der Atmungskapazität nach 10 und 20 Wochen (Abb. 21). Mit dem Substrat Succinat war
dieser initiale Anstieg auch in den SSM zu sehen, nicht jedoch in den IFM. Nach 10 und
20 Wochen kardialer Drucküberlastung zeigten die IFM des Gastrocnemius mit Succinat
als Substrat eine deutliche Reduktion der Atmungskapazität. Die SSM waren im Vergleich
zur Kontrolle nach 10 Wochen signiﬁkant erniedrigt, nach 20 Wochen jedoch unverändert
(Abb. 22).
In den Mitochondrien des Soleus Muskels lies sich der initiale Anstieg zum Zeitpunkt 2
und 6 Wochen ebenfalls deutlich mit beiden untersuchten Substraten verfolgen (Abb. 21,






































































































































































































































































































































































































































































State 4 Atmung isolierter Mitochondrien
Tabelle 13 zeigt die State 4 Atmung der isolierten Mitochondrien der untersuchten Muskel.
Die State 4 Atmung stellt die Phase der ADP-limitierten Atmung dar (siehe Abb. 8) und
bezeichnet die nicht phosphorylierende Atmung.
In den Mitochondrien des Herzens zeigte sich eine leichte Reduktion der State 4 Atmung
zu den untersuchten Zeitpunkten. In den IFM war diese Reduktion nach 6 Wochen mit
dem Substrat Succinat, nach 10 Wochen mit Palmitoylcarnitin und nach 20 Wochen mit
Glutamat signiﬁkant ausgeprägt. In den SSM zeigte sich nach 10 Wochen eine signiﬁkante
Erniedrigung der State 4 Atmung mit den Substraten Glutamat und Palmitoylcarnitin.
Zwei Wochen Drucküberlastung führten in den IFM und den SSM des Gastrocnemius zu
einer Reduktion der State 4 Atmung. Nach 6 Wochen Drucküberlastung zeigte sich in
den IFM noch immer eine Erniedrigung, in den SSM des Gastrocnemius jedoch nun eine
Erhöhung der State 4 Atmung. Nach 10 Wochen normalisierte sich die State 4 Atmung
in beiden Populationen des Gastrocnemius. Lediglich mit Succinat als Substrat zeigte sich
eine signiﬁkante Erniedrigung. Nach 20 Wochen kardialer Drucküberlastung war die State
4 Atmung in den interﬁbrillären Mitochondrien des Gastrocnemius deutlich reduziert. In
den SSM zeigte sich die State 4 Atmung unverändert bis leicht erniedrigt.
Die Mitochondrien des Soleus Muskels zeigten sowohl nach 2 als auch nach 6
Wochen kardialer Drucküberlastung eine erhöhte State 4 Atmung mit allen untersuchten
Substraten. Zum Untersuchungszeitpunkt 10 Wochen zeigte sich eine Normalisierung der
State 4 Atmung im Vergleich zur Kontrolle. Nach 20 Wochen war die State 4 Atmung in
den Mitochondrien des Soleus leicht erniedrigt, signiﬁkant jedoch nur mit dem Substrat
Palmitoylcarnitin.
In Bezug auf die State 4 Atmung lässt sich kein einheitliches Bild darstellen. Die
Mitochondrien des Herzens, des Gastrocnemius und des Soleus reagieren während der Phase
der kompensierten kardialen Hypertrophie sehr unterschiedlich. Eine Erhöhung der State
4 Atmung deutet auf eine Entkopplung des Protonengradienten hin, welches durch die























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































ADP/O Quotient isolierter Mitochondrien
Tabelle 14 zeigt den ADP/O oder auch P/O Quotienten der isolierten Mitochondrien.
Dieser Quotient gibt das Verhältnis zwischen ATP-Synthese und Sauerstoﬀ-Verbrauch
wieder und ist ein Marker für die Eﬃzienz der Atmungskette. Sowohl in den Mitochondrien
des Herzens als auch in den Mitochondrien des Skelettmuskels war der ADP/O Quotient zu
keinem untersuchten Zeitpunkt und mit keinem verwendeten Substrat erniedrigt. Oftmals
zeigte sich sogar eine leichte Erhöhung des ADP/O Quotienten, dies würde auf für eine
bessere Kopplung zwischen Sauerstoﬀverbrauch und ATP-Produktion hinweisen.
Eine Erniedrigung bzw. Erhöhung der State 4 Atmung sowie eine Erhöhung bzw.
Erniedrigung des ADP/O Quotienten gehen oftmals gemeinsam einher und sprechen für
eine verbesserte Kopplung bzw. Entkopplung innerhalb der Mitochondrien.
3.4.6 Aktivität der Atmungskettenkomplexe in isolierten
Mitochondrien
Die Aktivität der individuellen Atmungkettenkomplexe wurde in isolierten Mitochondrien,
in denen die mitochondriale Membran durch einfrieren bei -80°C aufgebrochen wurde,
photometrisch bestimmt. In den folgenden Abbildungen sind die relativen Aktivitäten
der Komplexe dargestellt. Um die relative Aktivität eines jeden Komplexes zu ermitteln,
wurden die Absolutwerte auf die jeweilige Kontrolle normiert, welche im Diagramm mit
einer waagerechten Linie symbolisiert ist. Dies soll der besseren Übersicht dienen. Die
Absolutwerte sind tabellarisch im Anhang aufgelistet.
Abbildung 23 A) zeigt die relative Aktivität der Atmungskettenkomplexe in den
interﬁbrillären Mitochondrien des Herzens. Zu den Untersuchungszeitpunkten 2 und 6
Wochen zeigten sich keine Veränderungen in der Aktivität der Komplexe. Erst nach 10
Wochen kardialer Drucküberlastung zeigte sich eine Reduktion der Komplex I Aktivität.
Diese Reduktion blieb bis in die kontraktile Dysfunktion bestehen. Die Aktivität der
anderen Atmungskettenkomplexe blieb weiterhin unverändert.
Ein ähnliches Bild zeigte sich in der Aktivität der Komplexe in den subsarkolemmalen
Mitochondrien des Herzens 23 B). Lediglich die Aktivität von Komplex I zeigte eine
signiﬁkante Reduktion nach 10 und 20 Wochen kardialer Drucküberlastung. Eine leichte
Reduktion der Aktivität der Komplexe III und IV lies sich zum Zeitpunkt 20 Wochen
feststellen. Die Aktivität des verbleibenden Komplex II zeigte sich weitgehend unverändert.
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Abbildung 24 A) zeigt die relativen Komplexaktivitäten der interﬁbrillären Mitochondrien
des Gastrocnemius. Zwei Wochen Drucküberlastung führten zu einem Anstieg der
Enzymaktivitäten an Komplex I und II. Nach 6 Wochen sank die Aktivität von Komplex
I auf einen normalen Wert, die Aktivität des Komplexes II blieb weiterhin erhöht. 10
Wochen kardiale Drucküberlastung führten zu einer Erniedrigung der Komplexaktivitäten,
signiﬁkant an Komplex I. Mit Auftreten der systolischen Dysfunktion des Herzens, zeigten
die interﬁbrillären Mitochondrien des Gastrocnemius eine signiﬁkante Reduktion der
Aktivität der Komplexe I, II und III um mehr als 50%. Auch die Aktivität von Komplex
IV war erniedrigt.
Abbildung 24 B) zeigt die relativen Komplexaktivitäten der subsarkolemmalen
Mitochondrien des Gastrocnemius. Es zeigte sich ein ähnliches Bild wie bei den
IFM. Zum ersten Untersuchungszeitpunkt war die Enzymaktivität der Komplexe I und
II im Vergleich zur Kontrolle stark erhöht. Nach 6 Wochen kardialer Drucküberlastung
zeigte sich zusätzlich eine Erhöhung der Enzymaktivität von Komplex III. Zum
Untersuchungszeitpunkt 10 Wochen normalisierte sich die Enzymaktivität von Komplex
I. Die Aktivität der Komplexe II und III war im Vergleich zur Kontrolle erniedrigt.
Mit Auftreten der systolischen Dysfunktion war die Enzymaktivität aller vier Komplexe
signiﬁkant reduziert.
Abbildung 25 zeigt die relativen Enzymaktivitäten der Atmungskettenkomplexe in den
Mitochondrien des Soleus Muskels. 2 Wochen nach der kardialen Drucküberlastung war
die Enzymaktivität der Komplexe I und II stark erhöht, wohingegen die Aktivität der
Komplexe III und IV normal, bis leicht erniedrigt schien. Nach 6 und 10 Wochen kardialer
Drucküberlastung war die Enzymaktivität der vier Atmungskettenkomplexe wieder
normalisiert. Mit Auftreten der systolischen Dysfunktion zeigte sich in den Mitochondrien
des Soleus eine deutliche Reduktion der Enzymaktivität der Komplexe I, II und IV. Die
Aktivität von Komplex III war nur schwach erniedrigt.
Im Anhang beﬁnden sich in Tabelle 15 - 18 die Absolutwerte der Enzymaktivitäten. Anhand
dieser Absolutwerte kann man die unterschiedlichen Aktivitäten bzw. Geschwindigkeiten
der Komplexe vergleichen. Komplex II scheint hinsichtlich der Aktivität der langsamste
Komplex der Atmungskette zu sein, gefolgt von Komplex I. Eine deutlich höhere Aktivität
zeigen die Komplexe III und IV, sie haben eine 100fach höhere Aktivität als die beiden
















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Abbildung 23: Relative Aktivität der individuellen Atmungskettenkomplexe in isolierten interﬁbrillären
(A) und subsarkolemmalen (B) Mitochondrien des Herzens nach 2, 6, 10 und 20 Wochen (W) kardialer
Drucküberlastung. (Mittelwert ± SEM; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001)
Abbildung 24: Relative Aktivität der individuellen Atmungskettenkomplexe in isolierten interﬁbrillären
(A) und subsarkolemmalen (B) Mitochondrien des Gastrocnemius Muskels nach 2, 6, 10 und 20 Wochen
(W) kardialer Drucküberlastung. (Mittelwert ± SEM; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001)
3.5 Gen- und Proteinexpression der Atmungskette
Die Aktivität der individuellen Atmungskettenkomplexe ist zu verschiedenen Zeitpunkten
erhöht bzw. erniedrigt. Dies könnte auf eine veränderte Gen- bzw. Proteinexpression
zurückzuführen sein. Um dies zu klären, wurden im Folgenden die mRNA-Expression und
die Proteinexpression einzelner Untereinheiten der Atmungskettenkomplexe untersucht.
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Abbildung 25: Relative Aktivität der individuellen Atmungskettenkomplexe in isolierten Mitochondrien
des Soleus Muskels nach 2, 6, 10 und 20 Wochen (W) kardialer Drucküberlastung. (Mittelwert ± SEM;
* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001)
3.5.1 mRNA Expression
Die Abbildung 26 zeigt die relative mRNA-Expression einzelner Untereinheiten der
Atmungskettenkomplexe im Herzen und im Skelettmuskel. Da die mRNA-Expression von
S29 durch eine kardiale Drucküberlastung nicht beeinﬂusst wurde, konnte es als Kontrollgen
verwendet werden.
Die individuellen Komplexe sind aus vielen Untereinheiten zusammengesetzt, pro Komplex
wurde ein nukleär kodiertes Gen untersucht.
 Komplex I - NDUFA10 - NADH Dehydrogenase 1 alpha Subkomplex Untereinheit
10
 Komplex II - SdhB - Succinat Dehydrogenase Untereinheit B - Eisen-Schwefel-Protein
 Komplex III - UQCRC2 - Ubiquinol Cytochrom c Reduktase Kernprotein 2
 Komplex IV - CoxIV - Cytochrom c Oxidase Untereinheit IV
 Komplex V - ATP5A1 - ATP Synthase, H+ transportierend, mitochondrialer F1
Komplex, alpha 1
Die Genexpression wurde auf die Kontrolle (Sham) normiert, welche im Diagramm als
waagerechte Linie (=1) dargestellt ist.
Abbildung 26 A) zeigt die mRNA-Expression einzelner Untereinheiten im Herzmuskel.
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Die Expression der gewählten Untereinheiten war zu fast jedem Untersuchungszeitpunkt
leicht erniedrigt. Zum Zeitpunkt 2 Wochen äußerte sich dies signiﬁkant in der erniedrigten
Expression der Komplex V Untereinheit. Nach 6 Wochen kardialer Drucküberlastung
zeigten die Untereinheiten der Komplexe I, III und V eine signiﬁkante Erniedrigung.
Alle 5 detektierten Untereinheiten waren nach 10 Wochen signiﬁkant erniedrigt. Zum
Zeitpunkt der kardialen Dysfunktion war die Expression der Komplex I, II und V
Untereinheiten signiﬁkant erniedrigt, die Expression der Untereinheiten III und IV jedoch
völlig unverändert im Vergleich zur Kontrolle.
Abbildung 26 B) zeigt die mRNA-Expression einzelner Atmungsketten-
komplexuntereinheiten im Gastrocnemius Muskel. Die mRNA-Expression der Komplex I
und III Untereinheiten war zu allen untersuchten Zeitpunkten normal. Die Expression der
Komplex II Untereinheit war nach 20 Wochen kardialer Drucküberlastung verringert. Die
Expression der Komplex IV Untereinheit war nach 2 Wochen unverändert, nach 6 und
10 Wochen signiﬁkant erniedrigt, nach 20 Wochen jedoch stark erhöht. Die Expression
der ATPase Untereinheit war nach 6 und 10 Wochen erniedrigt, nach 20 Wochen jedoch
wieder normal.
In Abbildung 26 C) ist die mRNA-Expression im Soleus Muskel dargestellt. Die
mRNA-Expression der Komplex I und V Untereinheiten war zu jedem untersuchten
Zeitpunkt unverändert. Komplex II zeigte nach 6 Wochen kardialer Drucküberlastung eine
leichte Erhöhung der Expression. Die Expression der Komplex III Untereinheit war nach
20 Wochen signiﬁkant erniedrigt. Die Komplex IV Untereinheit zeigte nach 2 Wochen
Drucküberlastung eine leichte Erniedrigung in der Expression, welche sich im weiteren
Verlauf wieder normalisierte. Auﬀällig war auch beim Soleus Muskel die stark erhöhte
Expression der Komplex IV Untereinheit nach 20 Wochen.
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Abbildung 26: Relative mRNA Expression einzelner Untereinheiten der mitochondrialen Atmungskette
im Herzen A), im Gastrocnemius B) und im Soleus C) nach 2, 6, 10 und 20 Wochen (W)
Drucküberlastung. Als Kontrollgen wurde S29 verwendet und alle Genexpressionen darauf bezogen.




Die Adeninnukleotid-Translokase ist ein mitochondriales Protein, welches den Austausch
zwischen ADP und ATP zwischen dem Cytoplasma und der mitochondrialen Matrix
ermöglicht. Abbildung 27 zeigt die mRNA Expression des ANT1 Genes im Herzen und
im Skelettmuskel zu den gewählten Untersuchungszeitpunkten.
Im Herzen ist die mRNA Expression zu allen untersuchten Zeitpunkten erniedrigt.
Hingegen zeigt sich im Skelettmuskel ein Wechsel von Erniedrigung und Erhöhung der
mRNA Expression. Im Gastrocnemius ist die Expression nach 10 Wochen leicht erhöht,
nach 6 und 20 Wochen signiﬁkant erniedrigt. Im Soleus Muskel hingegen ist die Expression
nach 6 Wochen stark erhöht, nach 10 und 20 Wochen jedoch erniedrigt.
Abbildung 27: Relative mRNA-Expression des ANT1 Genes im Herz- und Skelettmuskel. (Mittelwert ±
SEM; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001)
3.5.3 Proteinexpression
In der Abbildung 28 ist die relative Proteinexpression einzelner Untereinheiten der
mitochondrialen Atmungskette im Herz- und Skelettmuskel abgebildet. Mit Hilfe des
verwendeten Antikörpers wurde je Atmungskettenkomplex eine Untereinheit detektiert.
 Komplex I - NDUFB8 - NADH Dehydrogenase 1 beta Subkomplex Untereinheit 8
 Komplex II - SdhB - Succinat Dehydrogenase Untereinheit B - Eisen-Schwefel-Protein
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 Komplex III - UQCR2/QCR2 - Ubiquinol Cytochrome c Reduktase Kern Protein 2
 Komplex IV - CIV-I - Untereinheit 1
 Komplex V - CV - ATPase-Untereinheit alpha
Die Proteinexpression der Untereinheiten wurde auf die Kontrolle (Sham) normiert, welche
im Diagramm als waagerechte Linie (=1) dargestellt ist.
Die Proteinexpression einzelner Untereinheiten im Herzmuskel ist in Abbildung 28
A) dargestellt. Die Expression der Komplex I Untereinheit ist zu den untersuchten
Zeitpunkten 10 und 20 Wochen um das Doppelte erhöht. Die restlichen untersuchten
Untereinheiten zeigten nach 10 Wochen kardialer Drucküberlastung eine leichte Reduktion
in der Expression. Dies äußerte sich signiﬁkant bei den Untereinheiten der Komplexe
III und V. Nach 20 Wochen zeigte sich keine Erniedrigung der Proteinexpression der
untersuchten Untereinheiten. Die Untereinheit von Komplex IV wies hingegen eine
signiﬁkante Erhöhung der Expression auf.
Abbildung 28 B) zeigt die Proteinexpression einzelner Komplexuntereinheiten im
Gastrocnemius Muskel. Nach 2 Wochen kardialer Drucküberlastung zeigte sich eine
signiﬁkante Erhöhung der Expression der Komplex III Untereinheit sowie nach 6 Wochen
eine signiﬁkante Erhöhung der Expression der Komplex I, II und III Untereinheiten.
Nach 10 und 20 Wochen kardialer Drucküberlastung war die Proteinexpression im
Vergleich zur Kontrolle unverändert. Nur die Untereinheit des Komplex III zeigte nach
20 Wochen eine leichte, dennoch signiﬁkante Erniedrigung. Abbildung 28 C) zeigt die
Proteinexpression einzelner Komplexuntereinheiten im Soleus Muskel. Hier zeigten sich
wenig Veränderungen in Bezug auf die Proteinexpression der einzelnen Untereinheiten.
Die Untereinheit des Komplex I zeigte nach 2 Wochen eine leichte Erhöhung und nach 20
Wochen eine Erniedrigung in der Proteinexpression. Nach 6 Wochen Drucküberlastung
zeigte auch Komplex III eine leichte Erhöhung der Proteinexpression.
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Abbildung 28: Relative Proteinexpression verschiedener Untereinheiten der individuellen
Elektronentransportkettenkomplexe im Herz A), im Gastrocnemius B) und im Soleus C) nach 2, 6, 10
und 20 Wochen (W) kardialer Drucküberlastung. (Mittelwert ± SEM; * p < 0,05; ** p < 0,01;




Die geringen Veränderungen in der mRNA- bzw. Proteinexpression können die gravierenden
Veränderungen in der Komplexaktivität nicht erklären. Laut Rosca et al. (Rosca et al.
2008) kann eine Störung in der Bildung der Respirasomen zu einer Einschränkung
in der respiratorischen Kapazität führen. Aus diesem Grund wurde die Menge an
Respirasomen, zum Zeitpunkt der größten funktionellen Einschränkung, mittels einer
nativen Gelelektrophorese im Herz- und Skelettmuskel bestimmt.
Abbildung 29 zeigt eine repräsentative Aufnahme eines 1D blau-nativen Gels. Gut
zu erkennen ist die Auftrennung der einzelnen Atmungskettenkomplexe sowie die
respiratorischen Superkomplexe.
In Abbildung 30 A) ist die relative Intensität der Bande graﬁsch dargestellt, welche
den Atmungskettenkomplex V repräsentiert. Die Intensität der Bande war weder im
Herzmuskel, noch im Skelettmuskel unterschiedlich zur Kontrolle und kann daher als
Bezugsbande verwandt werden. Die Intensität der Bande, welche den respiratorischen
Superkomplex CICIII2CIV repräsentiert, ist in Abbildung 30 B) dargestellt. Die Intensität
der respiratorischen Superkomplexbande wurde auf die Intensität der Komplex V Bande
bezogen, wie von Rosca et al. (Rosca et al. 2008) beschrieben. Die Abbildung verdeutlicht,
dass es keine Unterschiede in der Menge an respiratorischen Superkomplex CICIII2CIV
weder im Herzmuskel, noch im Skelettmuskel gab.
Untersucht wurden ebenfalls die beiden anderen respiratorischen Superkomplexe (0,
2). Auch hier ergaben sich keine Unterschiede zwischen Sham und TAC Tieren.
Die Untersuchung der respiratorischen Superkomplexe wurde nur zum Zeitpunkt 20




Abbildung 29: Repräsentative Aufnahme der Auftrennung des supramolekularen Assembly der
Atmungkettenkomplexe durch eine eindimensionale native Gelelektrophorese (BN-PAGE) in isolierten
Mitochondrien von Sham- und TAC-Tieren. Die individuellen Atmungskettenkomplexe sind mit der
Bezeichnung KI bis KV gekennzeichnet. Die Banden 0 bis 2 repräsentieren die respiratorischen
Superkomplexe, bestehend aus monomeren Komplex I, dimeren Komplex III und null (0), ein (1) oder
zwei (2) Kopien von Komplex IV. Bande 2 stellt den wichtigsten und am häuﬁgsten vorkommenden
respiratorischen Superkomplex CICIII2CIV dar.
Abbildung 30: 1D-BN-PAGE von Mitochondrien des Herz- und Skelettmuskels nach 20 Wochen kardialer
Drucküberlastung. Dargestellt ist die Stärke der Bande welche Komplex V repräsentiert (A) und die
Stärke der Bande welche den respiratorischen Superkomplex CICIII2CIV (B) in den isolierten
Mitochondrien von Sham (weiß) und TAC (schwarz) Tieren nach 20 Wochen kardialer Drucküberlastung
repräsentiert. Mittelwert ± SEM.
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3.6 Mitochondriale Morphologie und Biogenese
Verschiedene Studien beschreiben Veränderungen in der mitochondrialen Morphologie
(Drexler et al. 1992) oder Biogenese (Garnier et al. 2005) während einer Herzinsuﬃzienz
sowohl im Herzmuskel, als auch im Skelettmuskel. Da Veränderungen in der Morphologie
oder Biogenese ebenfalls zu den beobachteten Veränderungen in der respiratorischen
Kapazität bzw. der Enzymaktivität führen können, wurde die Morphologie der
Mitochondrien mittels Durchﬂusszytometrie und die Biogenese anhand der Genexpression
diverser Schlüsselgene untersucht.
3.6.1 Mitochondriale Morphologie
Mittels der Durchﬂusszytometrie wurde die relative Größe, anhand des Vorwärtsstreulicht,
sowie die Komplexität der Mitochondrien, anhand des Seitwärtsstreulicht, bestimmt. In
diesem Experiment ist nur eine Kontrollgruppe für alle Zeitpunkte dargestellt. Es wurden
für alle TAC Gruppen die entsprechenden Sham Gruppen gemessen, jedoch auf Grund
der geringen Anzahl der Sham Tiere und der Gleichheit der gemessenen Werte, wurden
alle Tiere zu einer großen Kontrollgruppe zusammengefasst.
In 31 A) und C) ist die relative Größe (Vorwärtsstreulicht) der Mitochondrien dargestellt,
in B) und C) die Komplexität (Seitwärtsstreulicht). Die drei verschiedenfarbigen Balken
repräsentieren die einzelnen Mitochondrienfraktion (IFM = weiß, SSM = schwarz; Soleus
IFM/SSM = grau). Betrachtet man jede mitochondriale Population allein und vergleicht
sie zur jeweiligen Kontrolle, so erkennt man keinen Unterschied in Bezug auf Größe
oder Komplexität der Mitochondrien zu den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten.
Weder zum Zeitpunkt einer kompensierten Herzhypertrophie noch nach Auftreten einer
systolischen Dysfunktion zeigten sich Veränderung in Größe bzw. Komplexität.
Die beiden isolierten mitochondrialen Populationen, IFM und SSM, zeigten hinsichtlich
der mitochondrialen Größe leichte Unterschiede. Sowohl im Herzmuskel, als auch im
Gastrocnemiusmuskel schienen die subsarkolemmalen Mitochondrien im Vergleich zu
den interﬁbrillären Mitochondrien größer zu sein. Ein Vergleich der Mitochondrien
des Gastrocnemeius mit den Mitochondrien des Soleus Muskels ist auf Grund der






























































































































































































































































































3.6.2 Marker der mitochondrialen Biogenese
Die Expression verschiedener Marker der mitochondrialen Biogenese war im Herzmuskel
durch die kardiale Drucküberlastung stark beeinträchtigt (32 A)). Zwei Wochen kardiale
Drucküberlastung führten zu einer signiﬁkanten Reduktion der Expression von PGC-1β
und ERRα. Die Expression von PGC-1α, NRF-1 und 2 war zu diesem Zeitpunkt leicht
erniedrigt. Nach 6 Wochen war die Expression von PGC-1β, NRF-1 und 2 sowie ERRα
signiﬁkant erniedrigt, die Expression von PGC-1α war leicht erniedrigt. Zehn Wochen nach
der Aortenstenose normalisierte sich die Expression von PGC-1β, NRF-1 und 2, lediglich
die Expression von PGC-1α und ERRα zeigte weiterhin eine signiﬁkante Erniedrigung.
Zum Zeitpunkt der kontraktilen Dysfunktion blieb die Expression von PGC-1α und
ERRα weiterhin signiﬁkant erniedrigt, die Expression der restlichen Marker war jedoch
signiﬁkant erhöht. In beiden Muskeln sind wenige Veränderungen zu beobachten. Im
Gastrocnemius Muskel (32 B)) blieb die Expression von PGC-1α, PGC-1β und NRF-1
zu allen Untersuchungszeitpunkten unverändert. Der Transkriptionsfaktor NRF-2 ist nach
20 Wochen kardialer Drucküberlastung signiﬁkant erniedrigt. Die Expression von ERRα
war nach 6 und 10 Wochen signiﬁkant erniedrigt, nach 20 Wochen jedoch sehr stark erhöht.
Im Soleus Muskel (32 C)) zeigte sich nach 2, 6 und 10 Wochen kardialer Drucküberlastung
keine Veränderung in der mRNA-Expression. Nach 20 Wochen zeigte sich eine signiﬁkante




Abbildung 32: Relative mRNA-Expression verschiedener Schlüsselgene der mitochondrialen Biogenese im
Herzmuskel A), im Gastrocnemius Muskel B) und im Soleus Muskel C) nach 2, 6, 10 und 20 Wochen (W)




In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei der Entwicklung einer durch
Drucküberlastung induzierten Herzinsuﬃzienz bei der Ratte drei Phasen durchlaufen
werden, die klinisch relevanten Stadien der Herzinsuﬃzienz sehr ähnlich sind:
1.Phase: 2 Wochen Drucküberlastung - kompensierte Hypertrophie, 2.Phase: 6-10
Wochen Drucküberlastung - Herzinsuﬃzienz mit erhaltener systolischer Funktion
(HFpEF), 3.Phase: 20 Wochen Drucküberlastung - Herzinsuﬃzienz mit systolischer
Dysfunktion (HFrEF). Weiterhin wurde erstmals gezeigt, dass jeder Phase der
Herzinsuﬃzienzentwicklung eine deﬁnierte mitochondriale Funktion zugeordnet
werden kann: 1.Phase - gesteigerte mitochondriale Funktion, 2.Phase - normalisierte
mitochondriale Funktion, 3.Phase - mitochondriale Dysfunktion. Bekannt ist, dass
die mitochondriale Dysfunktion mit dem Auftreten einer systolischen Herzinsuﬃzienz
assoziiert ist (Phase 3). In dieser Studie wurde jedoch erstmals gezeigt, dass es bereits
Zeichen einer Herzinsuﬃzienz (HFpEF) gibt, ohne dass die mitochondriale Funktion
messbar beeinträchtigt ist. Dies schließt eine mitochondriale Dysfunktion als primäre
Ursache für das Auftreten einer durch Drucküberlastung induzierten Herzinsuﬃzienz
nahezu aus. Erstmalig wurde zudem die Entwicklung der mitochondrialen Funktion
während einer kardialen Drucküberlastung parallel in Herz- und Skelettmuskel untersucht.
Die Parallelität der Befunde zwischen Herz- und Skelettmuskel deutet auf einen
arbeitslastunabhängigen Mechanismus als Ursache für das Auftreten einer mitochondrialen
Dysfunktion hin. Ebenfalls lässt diese Parallelität zwischen Herz- und Skelettmuskel die
Vermutung zu, dass man von der mitochondrialen Funktion im Skelettmuskel auf die
mitochondriale Funktion im Herzmuskel schließen kann.
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Entstehung einer drucküberlastungsinduzierten Herzinsuﬃzienz
Die Auswertung der morphologischen und echokardiograﬁschen Parameter führte
zur Charakterisierung einzelner Entwicklungsstadien der Herzinsuﬃzienz in unserem
Tiermodell: 2 Wochen Drucküberlastung - kompensierte Hypertrophie, 6-10 Wochen
Drucküberlastung - Herzinsuﬃzienz mit erhaltener systolischer Funktion (HFpEF), 20
Wochen Drucküberlastung - Herzinsuﬃzienz mit systolischer Dysfunktion (HFrEF) (Abb.
33). Dieser Verlauf ähnelt der Entstehung einer chronischen Herzinsuﬃzienz durch eine
Aortenstenose im Patienten. Im Menschen entwickelt sich die chronische Herzinsuﬃzienz
im Verlauf von Monaten bis Jahren. Durch die Aortenstenose entsteht ein erhöhter
Druckgradient zwischen prästenotischem und poststenotischem Abschnitt. Die chronisch
erhöhte Nachlast führt zu einer konzentrischen Hypertrophie des linken Ventrikels (Heineke
u. Molkentin 2006; Katz 2006). Dies kann als kompensatorischer Mechanismus für das
Aufrechterhalten des Pumpvolumens angesehen werden. Erst mit einer Dilatation des
Ventrikels kommt es zu einem Abfall der Pumpleistung und zur Dekompensation. Resultat
ist eine Herzinsuﬃzienz mit eingeschränkter systolischer Funktion, zu deren Symptomen
unter anderem Oedeme zählen.
Im Tiermodell wurde eine genaue Charakterisierung der Entwicklung einer Herzinsuﬃzienz
bisher noch nicht gezeigt. Das Ziel einer experimentellen Studie ist die Induktion einer
Herzinsuﬃzienz. Häuﬁg wird jedoch nicht beachtet, dass die Herzinsuﬃzienz ein klinisches
Syndrom ist, welches sich aus verschiedenen Parametern zusammensetzt und in der
Schwere stark diﬀeriert. Im Tiermodell wird die Herzinsuﬃzienz oftmals nur durch einen
Parameter deﬁniert und andere ebenfalls aussagekräftige Parameter werden nicht gemessen
bzw. nicht beurteilt. Dies führt zu unterschiedlichen Deﬁnitionen der Herzinsuﬃzienz
und somit zu unterschiedlichen Schweregraden der Herzinsuﬃzienz. Die Entwicklung der
jeweiligen Herzinsuﬃzienz wird dabei nicht untersucht bzw. charakterisiert. Dies erschwert
einen Vergleich der Studien untereinander (De Sousa et al. 2002; Doenst et al. 2010;
Lunde et al. 2006; Momken et al. 2003; Simonini et al. 1996b; Zoll et al. 2006). Auch bei
der Verwendung des gleichen Herzinsuﬃzienzmodells, wird die Herzinsuﬃzienz mitunter
unterschiedlich deﬁniert (anhand der Zeit, der Kontraktilität, des Herzgewichtes, des
Lungengewichtes, des Druckgradienten). Somit werden im gleichen Modell unterschiedliche
Schweregrade der Herzinsuﬃzienz beschrieben (De Sousa et al. 2002; Doenst et al. 2010;
Momken et al. 2003). Auf Grund dieser Variabilität der Deﬁnitionen ist es schwierig,
sein eigenes Herzinsuﬃzienzmodell mit denen in der Literatur zu vergleichen. Eine
83
4. Diskussion
genaue Deﬁnition des Herzinsuﬃzienzgrades wäre von Nöten, um die mitochondriale
Funktion, welche in der Herzinsuﬃzienzentwicklung großen Schwankungen unterliegt, in
den einzelnen Studien miteinander vergleichen zu können.
Abbildung 33: Entwicklung der kardialen Funktion nach einer Aortenstenose
TAC - Transverse Aortenkonstriktion; HI - Herzinsuﬃzienz; LVHW - linksventrikuläre Hinterwanddicke;
HW - Herzgewicht; BW - Körpergewicht; LVEDD - linksventrikulärer Durchmesser während Diastole; EF
- Auswurﬀraktion; FS - Verkürzungsfraktion; W - Wochen)
Die mitochondriale Funktion in Herz- und Skelettmuskel während der
Entstehung einer durch Drucküberlastung induzierten Herzinsuﬃzienz
Die mitochondriale Funktion veränderte sich schon kurzzeitig nach Induktion einer
kardialen Drucküberlastung. So konnte jeder Phase der Herzinsuﬃzienzentwicklung eine
deﬁnierte mitochondriale Funktion zugeordnet werden: 1.Phase - gesteigerte mitochondriale
Funktion, 2. Phase - normalisierte mitochondriale Funktion, 3.Phase - mitochondriale
Dysfunktion. Diese Funktionsänderungen beziehen sich auf die respiratorische Kapazität
sowie die isolierte Komplexaktivität und konnten parallel in Herz- und Skelettmuskel
beobachtet werden. Dass eine mitochondriale Dysfunktion in Herz- oder Skelettmuskel
mit einer systolischen Herzinsuﬃzienz assoziiert ist, wurde bereits in verschiedenen
Studien gezeigt (De Sousa et al. 2002; Garnier et al. 2003; Rosca et al. 2008; Zoll
et al. 2006). Die Entdeckung, dass die mitochondriale Dysfunktion gleichzeitig und
somit parallel in Herz- und Skelettmuskel auftritt, ist jedoch neu und wurde in dieser
Form bisher noch nicht gezeigt. Weiterhin wurde in dieser Arbeit erstmalig der Verlauf
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der mitochondrialen Funktion während der Entstehung einer durch Drucküberlastung
induzierten Herzinsuﬃzienz gezeigt.
Die frühzeitige Veränderung der Mitochondrien ist durch einen Anstieg der respiratorischen
Kapazität und der Aktivität der Atmungskettenkomplexe gekennzeichnet. Im Gegensatz
dazu, ist die Citratsynthaseaktivität im Homogenat nach 2 Wochen reduziert. Es ist
schwierig diese Ergebnisse mit anderen Studien zu vergleichen, da nur wenige Studien die
Phase der kompensierten Hypertrophie untersucht haben. Sparagna et al. untersuchten in
Spontan-Hypertensiven Ratten die Entwicklung der Hypertrophie (Sparagna et al. 2007).
In diesem Modell entwickeln die Tiere im Alter von ca. 2 Monaten eine Hypertrophie,
welche sich im Alter von ca. 2 Jahren zu einer Herzinsuﬃzienz entwickeln kann. Die Autoren
untersuchten in isolierten Mitochondrien die Citratsynthaseaktivität und die Aktivität
der Cytochrom-C-Oxidase. Sie fanden, dass die Citratsynthase über den gesamten
Entwicklungszeitraum unverändert blieb, die Aktivität der Cytochrom-C-Oxidase
jedoch schon während der Hypertrophie reduziert war. Kindo et al. untersuchten die
mitochondriale Funktion nach einer abdominalen Aortenzügelung. Nach 6 Wochen
zeigten diese Herzen eine leichte Hypertrophie, bei normaler kontraktiler Funktion,
jedoch eine deutlich eingeschränkte respiratorische Kapazität (Kindo et al. 2012). Im
Gegensatz zu diesen zwei Studien, welche eine Reduktion mitochondrialer Funktionen
während einer Hypertrophie fanden, gibt es auch Studien die eine Verbesserung der
mitochondrialen Funktion beschreiben. Maurer et al. beschreiben das Konzept der
Stable Hyperfunction, welches die erhöhte mitochondriale Funktion auf den erhöhten
Energiebedarf des hypertrophierten Ventrikels zurückführt. Sie zeigten in Patienten, dass
die mitochondriale Funktion positiv mit dem Druckgradienten über der Aortenklappe
während einer Aortenstenose korreliert (Maurer u. Ziers 1992). Im Tiermodell der
drucküberlastungsinduzierten Hypertrophie zeigten Sink et al. ebenfalls eine erhöhte
mitochondriale Funktion (Sink et al. 1981). Die Gründe für die verschiedenen Befunde
zwischen dieser Studie und den Studien, welche eine eingeschränkte mitochondriale
Funktion beschreiben, sind vielfältig. Zum einen unterscheidet sich das Tiermodell
und der Untersuchungszeitpunkt, aber auch die Messmethoden variieren deutlich. Ein
weiterer Punkt der diese Arbeit von den anderen Studien unterscheidet ist das Alter der
untersuchten Tiere.
Wir verwendeten in unserem Tiermodell Ratten im Alter von 3 Wochen. Zu den gewählten
Untersuchungszeitpunkten waren diese Tiere demnach 5, 9, 13 und ca. 23 Wochen alt.
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Abbildung 34: Schematische Darstellung der Entwicklung der respiratorischen Kapazität während der
Entstehung einer Herzinsuﬃzienz.
Ratten werden mit 3 Wochen entwöhnt, mit ca. 8 Wochen geschlechtsreif und gelten ab
ca. 12 Wochen als adulte Tiere. In Abbildung 34 ist der zeitliche Verlauf der RC in den
Sham und TAC Tieren schematisch dargestellt. In den Sham Tieren blieb die RC während
der ersten 6 Wochen konstant niedrig und stieg dann innerhalb der nächsten 4 Wochen
steil an. Ab der 10. Woche blieb die RC auf dem erhöhten Niveau. In den TAC Tieren
hingegen war die RC bereits nach 2 Wochen Drucküberlastung erhöht, stieg bis zur 6.
Woche an und blieb bis zur 10. Woche stabil. Mit Auftreten der systolischen Dysfunktion
ﬁel die RC in den TAC Tieren. Dieser Verlauf, in Sham und TAC Tieren, ist sowohl im
Herzen, als auch im Skelettmuskel zu beobachten. Iossa et al. zeigten, dass die State 3
Atmung in 180 Tage alten Ratten im Vergleich zu 60 Tage alten Ratten erhöht ist (Iossa
et al. 2004). Im Vergleich zu unseren Tieren entsprechen die 60 Tage alten Tiere in etwa
unseren 6W - Tieren sowie die 180 Tage alten Tiere unseren 20W - Tieren. Weiterhin
zeigten Marin-Garcia et al., dass in jungen Ratten die Aktivität der Komplexe I, III, IV
und V niedriger ist als in adulten Tieren (Marin-Garcia et al. 1997). In den Tabellen
15-18 (Anhang) sind die Absolutwerte der Komplexaktivitäten gezeigt. Deutlich ist eine
Zunahme der Aktivität im zeitlichen Verlauf in den Sham Tieren zu beobachten. Die
Ergebnisse dieser zwei Studien (Iossa et al. 2004; Marin-Garcia et al. 1997) entsprechen
unseren Beobachtungen hinsichtlich der RC und der Komplexaktivität. Die Zunahme der
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mitochondrialen Funktion in den Sham Tieren kann demnach einem altersabhängigen
Eﬀekt zugeschrieben werden. In den TAC Tieren kann auch das Alter für die beobachtete
erhöhte mitochondriale Funktion verantwortlich sein. Jedoch sehen wir den Anstieg der
Funktion bereits zum 2W Zeitpunkt, dass heißt in den TAC Tieren ist die mitochondriale
Funktion im Vergleich zu den Sham Tieren sehr viel zeitiger erhöht.
Die Reduktion der mitochondrialen Funktion in Herz- und Skelettmuskel, zum Zeitpunkt
der systolischen Dysfunktion, entspricht den Befunden aktueller Studien. So zeigen
verschiedene Studien, welche entweder den Herzmuskel oder den Skelettmuskel untersucht
haben, dass die respiratorische Kapazität während einer durch Aortenstenose induzierten
Herzinsuﬃzienz stark erniedrigt ist (De Sousa et al. 2002, 2000; Garnier et al. 2003;
Momken et al. 2003). Ein Myokard-Infarkt führt ebenfalls zu einer Reduktion der
respiratorischen Kapazität in Herz- oder Skelettmuskel (Heather et al. 2010; Zoll
et al. 2006). Ein weiteres Modell, in dem die mitochondriale Funktion untersucht
wurde, ist das der Schrittmacherstimulation des Herzens im Hund. Die respiratorische
Kapazität in den isolierten Mitochondrien des Herzens (Rosca et al. 2008) sowie des
Gastrocnemius (Rosca et al. 2009) war sowohl mit Komplex I, als auch mit Komplex III
Substraten deutlich erniedrigt. Die Aktivität mitochondrialer Enzyme wurde ebenfalls
in der Herzinsuﬃzienz untersucht. Rosca et al. zeigten im Schrittmachermodell, dass
die Aktivität der Citratsynthase im Herzen unverändert, im Skelettmuskel jedoch
reduziert war. Die Enzymaktivität der Atmungskettenkomplexe war bis auf eine
Reduktion der Succinatdehydrogenase-Aktivität im Herzen unverändert (Rosca et al.
2009, 2008). Marin-Garcia et al. fanden im gleichen Tiermodell eine unveränderte
Citratsysnthase-Aktivität sowie eine Reduktion der Komplex III und V Aktivität in
Herz und Gastrocnemius (Ananthakrishnan et al. 2005; Marin-Garcia et al. 2001). Im
Myokardinfarkt zeigten Heather et al. eine Reduktion der Komplex III Aktivität im Herzen
(Heather et al. 2010) und Simonini et al. eine Reduktion der Citratsynthaseaktivität
im Skelettmuskel (Simonini et al. 1996a). Die Ergebnisse bezüglich der Aktivität
mitochondrialer Enzyme sind sehr verschieden. Diese Diﬀerenzen sind vermutlich durch
Unterschiede in den Studien bezüglich Tiermodell und Messmethode zu begründen.
In unserem Tiermodell sehen wir eine steigende mitochondriale Funktion während
des Übergangs der juvenilen zur adulten Phase, welche in den TAC Tieren zeitiger auftritt
und einen Abfall der mitochondrialen Funktion mit Auftreten der systolischen Dysfunktion
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in den TAC Tieren. Ein Faktor, welcher einen großen Einﬂuss auf die mitochondriale
Funktion hat ist das Insulin. Über die Insulinsignalkaskade (IRS-PI3K-Akt, AMPK) kann
Insulin direkten Einﬂuss auf PGC-1α nehmen (Cheng et al. 2010; Sonntag et al. 2012;
Turner u. Heilbronn 2008). Der altersbedingte Anstieg der mitochondrialen Funktion
in den Sham Tieren kann durch einen Anstieg der Insulin Konzentration verursacht
werden. Iossa et al. zeigten, dass die Insulinkonzentration im Blut mit dem Erreichen
der Geschlechtsreife ansteigt (Iossa et al. 2004). Durch diese erhöhten Insulinspiegel,
könnte die mitochondriale Biogenese in den Sham und TAC Tieren während der juvenilen
Phase gesteigert werden, indem PGC-1α über AMPK und SirT1 aktiviert wird (Cheng
et al. 2010). In gezügelten Mäusen konnte gezeigt werden, dass der Insulinspiegel bereits
nach 2 Wochen Drucküberlastung deutlich erhöht ist (Shimizu et al. 2010). Diese
Beobachtung von Shimizu et al. kann eine Erklärung für den früheren Anstieg der
mitochondrialen Funktion in den TAC Tieren darstellen. Eine mögliche Ursache für den
Rückgang der mitochondrialen Funktion während der systolischen Dysfunktion könnte eine
Verschlechterung der Insulinempﬁndlichkeit sein. Mit der hyperinsulinämen-euglykämen
Klemme sowie der isolierten Herzperfusion fanden wir zum Zeitpunkt der systolischen
Dysfunktion eine eingeschränkte Insulinempﬁndlichkeit des Herzens sowie des Soleus
Muskels ((Schwarzer et al. 2010); unveröﬀentlichte Beobachtung). Weitere Befunde lassen
vermuten, dass die Insulinsignalkaskade zum Zeitpunkt einer systolischen Dysfunktion
gestört ist (Schwarzer et al. 2012). Dies deutet darauf hin, dass eine gestörte Signalkaskade
und damit eine Störung der mitochondrialen Biogenese für die beobachtete mitochondriale
Dysfunktion verantwortlich sein könnte. Die Veränderungen in der Insulinsignalkaskade
sollen hier nicht weiter besprochen werden, da sie nicht Gegenstand dieser Arbeit waren.
Im folgenden Abschnitt hingegen werden weitere mögliche exogene und endogene Faktoren
für mitochondriale Dysfunktion diskutiert.
Endogene und exogene Faktoren für eine mitochondriale Dysfunktion
Die Funktion der Mitochondrien wird durch verschiedene endogene und exogene
Prozesse beeinﬂusst. Endogene Veränderungen, die eine solche Funktionsänderung
beeinﬂussen können, sind unter anderem Veränderungen auf Ebene der Gen- und
Proteinexpression (Garnier et al. 2003), Veränderungenen in der Zusammensetzung der
einzelnen Untereinheiten bzw. der Atmungskettenkomplexe zu Respirasomen (Rosca
et al. 2008) oder auch Veränderungen in der mitochondrialen Biogenese (Garnier et al.
2003, 2005; Rimbaud et al. 2009; Sebastiani et al. 2007) bzw. der mitochondrialen
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Morphologie (Bugger et al. 2010; Drexler et al. 1992).
Die Lage der Mitochondrien (interﬁbrillär oder subsarkolemmal) bzw. deren Morphologie
können einen großen Einﬂuss auf die mitochondriale Funktion zeigen. Mittels der
Durchﬂusszytometrie kann zwar keine direkte Aussage über die Oberﬂächengröße der
mitochondrialen Cristae getroﬀen werden, jedoch kann gut die relative Größe sowie die
strukturelle Komplexität der Mitochondrien bestimmt werden. Die erhöhte Nachlast zeigte
keinen Einﬂuss auf die Größe bzw. die strukturelle Komplexität der Mitochondrien (IFM
+ SSM) im Herz- und Skelettmuskel. Auﬀällig war jedoch, dass die SSM des Herzen, aber
auch des Gastrocnemius, wesentlich größer und auch komplexer erschienen als die IFM des
jeweiligen Muskels. Dies entspricht den Angaben in der Literatur (Dabkowski et al. 2009)
und ist wahrscheinlich durch die Lage der Mitochondrien zu erklären (IFM - zwischen den
Fibrillen; SSM - unterhalb Sarkolemm). In beiden Subpopulationen konnte der biphasische
Verlauf der mitochondrialen Funktion beobachtet werden, so dass man daraus schließen
kann, dass die kardiale Drucküberlastung sowohl IFM als auch SSM beeinﬂusst.
Einen wesentlichen Einﬂuss auf Morphologie und Funktion der Mitochondrien hat
die mitochondriale Biogenese. Ein Hauptakteur der mitochondrialen Biogenese ist
PGC-1α. Viele Studien zeigten, dass PGC-1α und somit die mitochondriale Biogenese
während der Herzinsuﬃzienz herabreguliert sind und so eine mitochondriale Dysfunktion
verursachen können (Garnier et al. 2003, 2005; Rimbaud et al. 2009). Während der ersten
10 Wochen Nachlasterhöhung war die Genexpression von PGC-1α und β unverändert.
Mit Auftreten der kontraktilen Dysfunktion wurde eine reduzierte mRNA-Expression
von PGC-1α im Herz- und im Soleusmuskel sowie eine Reduktion von NRF-2 im
Gastrocnemius gezeigt werden. Gleichzeitig aber zeigten andere wichtige Akteure der
mitochondrialen Biogenese eine erhöhte mRNA-Expression. Im Herzmuskel war die
Expression von NRF-1/2 und im Skelettmuskel die Expression von ERRα erhöht. Diese
drei Transkriptionsfaktoren werden von PGC-1α aktiviert und regulieren direkt die
Expression der Atmungskettengene (Puigserver u. Spiegelman 2003; Wu et al. 1999). Es
ist vorstellbar, dass diese Transkriptionsfaktoren kompensatorisch vermehrt exprimiert
werden. Für diese kompensatorische Heraufregulation könnte beispielsweise PGC-1β in
Frage kommen, welcher eine große Homologie mit PGC-1α aufweist und vermutlich auch
eine wichtige Rolle in der mitochondrialen Biogenese spielt (Kelly u. Scarpulla 2004).
Einige Autoren vermuten weiterhin, dass ERRα Funktionen von PGC-1α übernehmen
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kann (Schreiber et al. 2004). Demnach ist es möglich, dass eine Reduktion von PGC-1α
durch eine vermehrte Expression von ERRα kompensiert wird. Des Weiteren gibt es
auch posttranskriptionelle Faktoren welche die Funktion von PGC-1α und anderen
Transkriptionsfaktoren beeinﬂussen können. Zum Beispiel zeigten Nemoto et al., dass
PGC-1α durch SirT1 deacetyliert und somit erst aktiviert wird (Nemoto et al. 2005).
Unsere Ergebnisse in der Herzinsuﬃzienz zeigen jedoch, dass die mRNA Expression der
mitochondrialen Biogenesemarker nicht einheitlich herabreguliert ist und somit keine
eindeutige Erklärung für die beobachtete Reduktion der mitochondrialen Funktion liefern.
Die Expression der Untereinheiten der mitochondrialen Atmungskette wurde auf
Gen- und Proteinebene untersucht. Dabei wurden verschiedene nukleär kodierte
Untereinheiten detektiert. Eine komplette Analyse der mRNA bzw. der Proteinexpression
der einzelnen Untereinheiten der Atmungskettenkomplexe während der Entstehung
einer Herzinsuﬃzienz gibt es bislang nicht. In einer 2010 von unserer Arbeitsgruppe
veröﬀentlichten Studie wurde in einer Proteom-Analyse gezeigt, dass im Herzmuskel
während einer systolischen Dysfunktion die Menge an Atmungskettenproteinen
stark reduziert ist (Bugger et al. 2010). Andere Studien untersuchten ebenfalls die
Expression einzelner Untereinheiten und fanden eine Reduktion in der Expression der
Eisen-Schwefel-Untereinheit der Succinatdehydrogenase (Simonini et al. 1996b) bzw.
eine Reduktion der COXIV Untereinheit der Cytochrom-c-Oxidase (Garnier et al.
2003). Ich konnte mittels der durchgeführten Untersuchungen keine einheitliche Störung
innerhalb der Gen- bzw. Proteinexpression der Atmungskettenuntereinheiten ﬁnden. Es
wurde in dieser Arbeit jedoch nur ein Teil der Komplexuntereinheiten und zudem nur
nukleär kodierte Untereinheiten untersucht. Es gibt jedoch auch 13 Untereinheiten der
Atmungskettenkomplexe, die durch das Mitochondrium selbst kodiert werden. Einige
Studien vermuteten, dass ein Defekt auf Seiten dieser mtDNA für die beobachteten
Deﬁzite verantwortlich ist. Der Gehalt an mtDNA wurde mehrfach im Herz- und im
Skelettmuskel untersucht, es wurden jedoch keine Veränderungen gefunden (Garnier et al.
2003; Sack et al. 1996). Im Gegensatz zur gesamten mtDNA Menge zeigten Studien, dass
die Expression verschiedener mitochondrial verschlüsselter Untereinheiten während einer
Herzinsuﬃzienz in Herz- und Skelettmuskel stark erniedrigt ist (Garnier et al. 2003; Ide
et al. 2001; Simonini et al. 1996b). Ide et al. fanden des Weiteren, dass die rein nukleär
verschlüsselten Enzyme (CS, SDH) während einer Herzinsuﬃzienz uneingeschränkt
arbeiteten und folgerten daraus, dass der Defekt ausschließlich durch Schäden an der
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mtDNA verursacht wird (Ide et al. 2001). Jedoch erscheint die Vermutung eines alleinigen
mtDNA Defektes in unserem Modell sehr unwahrscheinlich. Zum einen fanden wir eine
reduzierte Citratsynthaseaktivität sowie eine reduzierte Succinatdehydrogenaseaktivität.
Beides sind Enzyme, die ausschließlich nukleär verschlüsselt werden. Zum anderen haben
wir die Schädigung der mtDNA während einer Herzinsuﬃzienz im Herzen bestimmt
(unveröﬀentlichte Beobachtungen) und fanden keinen Unterschied zu den Kontrolltieren.
Diesen Erkenntnissen zu Folge ist es unwahrscheinlich, dass die beobachtete mitochondriale
Dysfunktion allein durch Schäden an der mtDNA sowie durch fehlerhafte Expression
der Komplexuntereinheiten zu erklären ist. Eine weitere mögliche Ursache für die
eingeschränkte RC könnte in der Menge an Respirasomen liegen.
Wie eingangs erwähnt, wird angenommen, dass die Atmungskettenkomplexe nicht
einzeln in der Mitochondrienmembran vorliegen sondern zur Optimierung ihrer Funktion
zu sogenannten Respirasomen zusammengeschlossen sind. Eine einzige Studie untersuchte
bisher die Menge an Respirasomen während einer Herzinsuﬃzienz. Rosca et al. fanden
in der Herzinsuﬃzienz, dass die Menge an Respirasomen im Herzen reduziert ist (Rosca
et al. 2008). Sie vermuteten, dass eine verminderte Menge an Respirasomen zu einer
Erniedrigung der respiratorischen Kapazität führt, in Folge derer es zu einer erhöhten
ROS Produktion kommt und somit die Atmungskettenkomplexe geschädigt werden (Rosca
u. Hoppel 2009). Diese Vermutung konnten wir mit unseren durchgeführten Experimenten
nicht bestätigen. Zum Zeitpunkt der systolischen Dysfunktion fanden wir keine Reduktion
in der Menge an Respirasomen.
Die Untersuchung des oxidativen Teils der Atmungskette (Komplex I-IV) lieferte
keine Erklärung für den gemessenen Funktionsverlust der Atmungskettenkomplexe. Auf
Grund dessen haben wir uns weiterhin den phosphorylierenden Teil der Atmungskette
angeschaut. Dieser umfasst die ATP-Synthase, die Adeninnukleotid-Translokase sowie
die Phosphattransporter (Chen et al. 2004). Es gibt Studien, welche einen Defekt auf
der phosphorylierenden Seite der Atmungskette als Ursache für eine eingeschränkte
mitochondriale Funktion vermuten (Dorner u. Schultheiss 2000; Rosca et al. 2009).
Ein besonderes Augenmerk liegt dabei auf der Adeninnukleotid-Translokase (ANT),
deren Aufgabe es ist, ADP und ATP zwischen der Matrix und dem Intermembranraum
auszutauschen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass im Herzen die mRNA
Expression von ANT1 über den gesamten Zeitraum hinweg erniedrigt ist und auch
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zum Zeitpunkt der kontraktilen Dysfunktion die Expression im Skelettmuskel signiﬁkant
reduziert ist. Eine verminderte Menge an ANT kann zu einer Akkumulation von ATP
in der Matrix führen, welche die Atmungskette inhibieren könnte (Dörner u. Schultheiss
2007). Eine künstliche Aufhebung des Protonengradienten (Entkopplung mit DNP) sollte
diesen Missstand und die damit verbundene Inhibierung beheben und eine normale
Atmung ermöglichen. Die Gabe von DNP bewirkte jedoch keine Änderung in der RC.
Durch diesen Befund kann ein Missstand an der ATP-Synthase, hervorgerufen durch
einen Defekt der ATP-Synthase, einer Akkumulation von ATP oder einer Dysfunktion des
Phosphattransportes, in unserem Modell nahezu ausgeschlossen werden.
Ein arbeitslastunabhängiger Mechanismus
In den vorherigen Abschnitten wurden mögliche molekulare Mechanismen diskutiert,
welche für die beobachteten mitochondrialen Veränderungen ursächlich verantwortlich
sein könnten. Es bleibt oﬀen, wie diese Veränderungen ausgelöst werden. Bisher wurde
angenommen, dass die molekularen Veränderungen im Herzmuskel direkt durch die
veränderte Nachlast und damit erhöhte Arbeitslast entstehen. Zwei Erkenntnisse
widersprechen dieser Annahme. Erstens: wir beobachten molekulare sowie mitochondriale
Veränderungen nicht nur im Herzen, sondern gleichzeitig auch im Skelettmuskel. Dieser
ist im Gegensatz zum Herzen keiner erhöhten Arbeitslast ausgesetzt. Des Weiteren treten
diese Veränderungen im Skelettmuskel schon sehr frühzeitig auf, zu einem Zeitpunkt, an
dem das Herz noch keine funktionelle Einschränkung zeigt und somit der Einﬂuss der
veränderten kardialen Arbeitslast auf den Skelettmuskel als sehr gering einzustufen ist.
Zweitens: Andere Studien zeigen ebenfalls eine veränderte mitochondriale Funktion im
Herzen, obwohl deren Herzinsuﬃzienzmodelle nicht auf einer erhöhten Nachlast basieren.
Heather et al. (Heather et al. 2010) induzierten durch Okklusion einer Koronararterie
eine ischämische Herzinsuﬃzienz, Rosca et al. induzierten eine Herzinsuﬃzienz durch
Stimulation mit Schrittmachersonden (Rosca et al. 2008). Beide Studien zeigten eine
reduzierte State-3-Atmung in den Mitochondrien des Herzmuskels. Diese drei Modelle
(Aortenstenose, Myokardinfarkt, Schrittmacherstimulation) unterscheiden sich von Grund
auf in der Induktion einer Herzinsuﬃzienz und beeinﬂussen die kardiale Arbeitslast
unterschiedlich stark. Dennoch zeigen alle drei Modelle vergleichbare mitochondrialen
Veränderungen im Herzmuskel. Rosca et al. untersuchten ebenfalls die mitochondriale




Diese Beobachtungen erlauben den Schluss, dass ein Mechanismus unabhängig bzw.
nicht direkt abhängig der kardialen Arbeitslast existieren kann (workload-independent),
welcher für die beobachteten mitochondrialen Veränderungen in Herz- und Skelettmuskel
verantwortlich ist. Ursache und Vermittlung dieses Mechanismus sind bisher rein
spekulativ. Anzunehmen ist, dass es durch die veränderten Arbeitslastbedingungen des
Herzens zur Freisetzung von zirkulierenden Stoﬀen kommt. Die Annahme, dass diese
Stoﬀe in der Blutbahn zirkulieren, wird durch die gleichzeitige Beeinträchtigung von Herz
und Skelettmuskel gestützt. In welche Kategorie dieser zirkulierende Stoﬀ einzuordnen
ist, ist bisher völlig unbekannt. Man weiß, dass verschiedene Stoﬀe durch eine kardiale
Drucküberlastung vermehrt/vermindert ausgeschüttet werden. Dazu zählen Zytokine wie
TNFα (Ananthakrishnan et al. 2005), Hormone wie ANP/BNP (Cavallero et al. 2007),
Angiotensin und Insulin (Shimizu et al. 2010), Katecholamine oder andere Proteine wie
Apelin (Falcão-Pires et al. 2010), Adiponektin (Van Berendoncks et al. 2010) oder Leptin
(Schulze et al. 2003). Wie diese veränderten Spiegel sich auf das Mitochondrium bzw.
deren Funktion auswirken können ist bisher wenig bis gar nicht bekannt.
Im Gegensatz zur Annahme das ein zirkulierender Stoﬀ die Veränderungen im
Skelettmuskel auslöst, steht die Theorie, dass eine Atrophie des Skelettmuskels für
die mitochondriale Dysfunktion im Skelettmuskel verantwortlich ist (Drexler 1992;
Mancini et al. 1992). Im Patienten kann die Atrophie durch eine verminderte körperliche
Bewegung entstehen. Diese resultiert aus einer eingeschränkten Bewegungstoleranz,
ausgelöst durch die Herzinsuﬃzienz und/oder einem Schonverhalten. Viele Studien
am Tiermodell zeigen, dass im Gegensatz zum Menschen, an Herzinsuﬃzienz leidende
Tiere kein natürliches Bewegungsdeﬁzit aufweisen (Simonini et al. 1996a; Teerlink u.
Clozel 1993; Witte et al. 2000). In Herzinsuﬃzienzstudien an Tieren wurde teilweise eine
Atrophie des Skelettmuskels gezeigt (De Sousa et al. 2000; Garnier et al. 2003; Libera
et al. 2009; Simonini et al. 1996b) oder aber auch das Fehlen dieser (Libera et al. 1999;
Lunde et al. 2006; Vescovo et al. 1998). Wir fanden in unseren untersuchten Ratten jedoch
keine Anzeichen für eine Atrophie des Skelettmuskels, so dass dies als Ursache für die




In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Entwicklung einer durch Drucküberlastung
induzierten Herzinsuﬃzienz in drei Phasen gegliedert werden kann: 1.Phase: 2 Wochen
Drucküberlastung - kompensierte Hypertrophie, 2.Phase: 6-10 Wochen Drucküberlastung
- Herzinsuﬃzienz mit erhaltener systolischer Funktion (HFpEF), 3.Phase: 20 Wochen
Drucküberlastung - Herzinsuﬃzienz mit systolischer Dysfunktion (HFrEF). Weiterhin
wurde erstmals gezeigt, dass jeder Phase der Herzinsuﬃzienzentwicklung eine deﬁnierte
mitochondriale Funktion zugeordnet werden kann: 1.Phase - gesteigerte mitochondriale
Funktion, 2.Phase - normalisierte mitochondriale Funktion, 3.Phase - mitochondriale
Dysfunktion.
Das Auftreten einer systolischen Herzinsuﬃzienz (HFrEF) bei kardialer Drucküberlastung
in Ratten ist mit einer mitochondrialen Dysfunktion sowohl in Herz- als auch Skelettmuskel
verbunden. Es gibt jedoch bereits Zeichen einer Herzinsuﬃzienz mit erhaltener systolischer
Funktion (HFpEF), ohne dass eine mitochondriale Dysfunktion vorliegt. Dies schließt
eine mitochondriale Dysfunktion als primäre Ursache für das Auftreten einer durch
Drucküberlastung induzierten Herzinsuﬃzienz mit großer Wahrscheinlichkeit aus.
Weiterhin weist die Parallelität zwischen Herz- und Skelettmuskel auf einen Mechanismus
unabhängig der kardialen Drucküberlastung als Ursache einer mitochondrialen Dysfunktion
hin. Möglicherweise haben humorale Faktoren sowohl Einﬂuss auf die mitochondriale
Funktion des Herz- wie auch des Skelettmuskels. Diese humoralen Faktoren wurden in
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